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1. INTRODUCCION
1.1. TOXICOLOGIA GENETICA

La Toxicologia Genética es la rama de la Genética o de la Toxicologia que se encarga
de analizar e identificar la accién de aquellos agentes de diverso origen o naturaleza que, a
concentraciones subtéxicas, son capaces de interactuar directa o indirectamente con la
molécula de DNA o con algunos de los componentes asociados a la misma. Como ejemplos
de este ultimo tipo de actuacién podemos mencionar las interacciones con las proteinas
nucleares, con las proteinas que intervienen en la reparaciéon del DNA, o con las proteinas que
intervienen en la segregacion cromosémica (Kirsch-Volders et al., 1984), que conducen a la
induccién de alteraciones o mutaciones en el material genético. Los estudios de Toxicologia
Genética han evolucionado con el establecimiento de numerosos procedimientos de ensayo,
tanto in vitro como in vivo, diseflados para evaluar los efectos de los agentes fisicos y quimicos
sobre los mecanismos genéticos y su consiguiente riesgo en diversos organismos, incluyendo el
ser humano. Es evidente que se necesita informacidn sobre las alteraciones que se producen a
tres niveles (genes, cromosomas y aparato celular necesario para la segregaciéon cromosomica),
para determinar el posible potencial mutagénico y presuntamente carcinogénico de un producto

quimico o un agente fisico (Krishna y Hayashi, 2000).

Desde tiempos remotos el hombre ha relacionado la accidn de diversos agentes fisicos
y quimicos con efectos adversos sobre la salud humana. En la tabla 1 se presentan algunos
datos sobre la relacién entre agentes ambientales y el riesgo de céncer; al tiempo que se
resumen cronologicamente algunos hallazgos y la introduccién de los ensayos de corta

duracidn, de gran interés en la Toxicologia Genética.

Desde los primeros estudios en el campo de la mutagenésis, se demostré que los
efectos mutagénicos se podian producir tanto por la accién de agentes fisicos como las
radiaciones (Miiller, 1927), como de agentes quimicos (Auerbach y Robson, 1946). Estos
trabajos pioneros sirvieron de base a investigaciones posteriores que pusieron de manifiesto
que el riesgo de padecer cancer y otras enfermedades genéticas podia aumentar como
consecuencia de la exposicion ambiental, laboral o terapéutica a agentes genotdxicos. Sin
embargo, no es hasta el afio 1960 en que comienza el desarrollo formal de la Toxicologia
Genética, a medida que se incrementan los conocimientos y las evidencias sobre los posibles
riesgos asociados con las sustancias quimicas téxicas presentes en el medio ambiente. Esta
problemdtica llevo a la creacidn de la Environmental Mutagen Society (EMS) en 1969 y a la

introduccién en los Estados Unidos, en la década de los afios 70, de los requerimientos para
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evaluar las propiedades mutagénicas de los compuestos quimicos. En el afio 1976 se
promulgé la Toxic Substances Control Act, requerida especificamente por la Environmental
Protection Agency (EPA), donde se establecian los criterios estandarizados para la estimacién
de los efectos adversos sobre la salud y el medio ambiente asociados a procesos de

mutagénesis (United States Congress, 1976; Wassom, 1989; MacGregor et al., 2000).

Durante estos primeros afios, los estudios de Toxicologia Genética fueron disefiados
para detectar mutaciones a nivel de la linea germinal y, a pesar de los enormes esfuerzos
realizados para determinar el riesgo genotdxico in vivo, habian pocos métodos que
permitieran una eficiente determinacién del dafio genético usando modelos in vivo. No fue
hasta mediados de los afios 70 en que se desarrollaron la mayoria de las pruebas actualmente
rutinarias en Toxicologia Genética y sus resultados fueron usados para la identificacion de
carcindgenos y la determinacién del riesgo de cédncer (Choy, 1996a). Durante los afios 1970 a
1980, a medida que se iban obteniendo nuevos resultados sobre evaluaciones mutagénicas que
demostraban una fuerte correlacién entre la actividad mutagénica en ensayos in vitro (p. €j.,
en el test de Ames) y la carcinogénesis en animales, se fueron estableciendo directrices por
parte de las agencias reguladoras y se cambi6 de direccién en las estrategias de evaluacidn,
centrando los esfuerzos en la determinacién de los efectos a nivel de mutacién somdtica y de
carcinogenésis, en lugar de la deteccién preferencial de mutaciones en la linea germinal

(MacGregor, 1994; MacGregor et al., 2000).

La Toxicologia Genética podria, por tanto, definirse como un campo multidisciplinario
que estudia los dafios en el material genético inducidos por cualquier tipo de agente (fisico,
quimico y biolégico), asi como los mecanismos que los generan. Estos dafios, si no son
reparados a tiempo y correctamente, pueden conducir a alteraciones del DNA causando asi
mutaciones. Las mutaciones a menudo resultan en la alteracién o eliminacién de la funcién
de los genes y, si los dafios no son letales, se producen cambios heredables. Las mutaciones,
tanto génicas como cromosdmicas, y otros eventos relacionados, son la causa de muchas
enfermedades humanas. Existen evidencias de peso de que las mutaciones y otros eventos
relacionados que causan alteraciones en oncogenes, en genes supresores de tumores y en
genes de reparacién, estdn implicados directamente en la induccién, promocién y progresién

del céncer en el ser humano (Krishna y Hayashi, 2000).



INTRODUCCION

Tabla 1: Algunos hitos importantes y desarrollo de ensayos de corta duracién para la deteccién del potencial

mutagénico y carcinogénico

Afio ‘ Ensayo

1775 Asociacion del hollin y el carbén con el cdncer de escroto en humanos.

1914 Se sugiere que las mutaciones en células somaticas son el primer paso en el proceso
cancerigeno.

1915 Induccién quimica de tumores epidérmicos en conejos.

1927 Induccién de mutaciones en Drosophila melanogaster con rayos X.

1932 Aislamiento del benzo-o-pireno del alquitrdn e identificacién del mismo como agente
cancerigeno.

1946 Induccién quimica de mutaciones por el gas mostaza.

1947 Se propone que los hidrocarburos policiclicos arométicos requieren actividad metabdlica para

su accién carcinogénica.
1964 Se demuestra la correlacién entre el grado de unién al DNA y la potencia carcinogénica de 5

hidrocarburos policiclicos aromaticos.

1969 Se propone que la mayoria de los carcinégenos quimicos requieren metabolismo antes de ser
activos.

1971 Activacién de la dimetilnitrosamina a mutdgeno bacteriano, usando homogenado hepdtico.

1973 Desarrollo y aplicaci6n del ensayo de Ames para detectar carcinégenos como mutigenos,

usando el sistema Salmonella/S9.

1975 Buenos resultados en la identificacién de carcinégenos como mutdgenos empleando el ensayo
de Ames.

Posterior | Desarrollo y aceptacién general de los ensayos de corta duracién como herramientas 1itiles en

a 1975 la prediccién del potencial mutagénico de diversos agentes.

Podriamos decir que la genotoxicidad, en su sentido més amplio, es la capacidad de un
agente de interactuar con el DNA, pudiendo causar un dafio que, si no es reparado y se fija,
conduce a una mutacién. Los cambios en la secuencia del DNA pueden ser simples cambios
de nucledtidos y/o alteraciones en su nimero que resultarian en mutaciones puntuales. Si se
producen macrolesiones, entonces tendremos como consecuencia las alteraciones

cromosOmicas estructurales y numéricas, detectables citogenéticamente. Es importante
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sefialar que los efectos adversos de las distintas mutaciones serdn dependientes no sélo de su
naturaleza y magnitud, sino también de los genes y tejidos en donde se produzcan los dafios.
Los efectos adversos mds importantes y graves en las células somaticas serian: el céncer, los
procesos degenerativos como el envejecimiento prematuro y las enfermedades
cardiovasculares. En el caso de las células germinales, se producirian abortos, muertes
perinatales, malformaciones e incremento del riesgo de enfermedades hereditarias o defectos
en la descendencia (Hartman, 1983; Venitt y Phillips, 1995; Choy, 1996b; DeSesso y Harris,
1996; Dearfield et al,, 2002).

1.1.1. MUTAGENESIS EN CELULAS SOMATICAS COMO UN MECANISMO
IMPLICADO EN LA CARCINOGENESIS

Los conocimientos sobre los mecanismos moleculares involucrados en la induccién
del cancer han avanzando con gran rapidez en los dltimos afios, habiéndose demostrado que
los eventos mutacionales estdn claramente implicados en la carcinogénesis (DeMarini et al.,
1994). El conocimiento de los cambios biolégicos y bioquimicos que preceden al desarrollo
de un tumor, los cuales incluyen pero no se limitan a los procesos de mutagénesis, al
incremento de la proliferacién celular y a la inhibicién de apoptosis, entre otros, pueden
proporcionar una base importante para la determinacién del riesgo de cdncer (EPA, 2005). El
hecho de que el cdncer puede resultar como consecuencia de una serie de alteraciones en los
genes que controlan el crecimiento, la divisién y la diferenciacién celular, le confiere gran
importancia a la evaluacién de la capacidad de un agente para afectar el genotipo celular y,
como consecuencia, alterar la expresion y el producto de los genes, para predecir asi su
influencia en el proceso de carcinogénesis (Vogelstein et al.,, 1988; Hanahan y Weinberg,

2000; Kinzler y Vogelstein, 2002). De aqui que los aspectos iniciales a considerar sean:

o Si el agente interacciona directamente con el DNA, ocasionando mutaciones que

provocan los cambios en la expresién o en el producto de los genes.

e Si el agente lleva a cabo su efecto sobre la expresion de los genes por medio de
otra via que no involucre una reaccién directa con la molécula de DNA,

considerando la posibilidad de un mecanismo epigenético.

El proceso de carcinogénesis comprende una serie de eventos complejos que al final
alteran las sefiales que una célula recibe de su medio extracelular y se promueve un
crecimiento celular incontrolado. Muchos, pero no todos los mutdgenos, son carcindgenos y
algunos, pero no todos los agentes que inducen la proliferacién celular, llegan a ocasionar el

4



INTRODUCCION

desarrollo de un tumor. Por consiguiente, conocer las fases o etapas fundamentales en las
cuales un determinado agente puede actuar, es esencial no sélo para comprender el
mecanismo de accién, sino también para una correcta evaluacién del riesgo que el mismo

supone.

La determinacién de agentes carcindgenos que actian mediante un mecanismo de
accién mutagénico, incluye la evaluacién de los resultados de ensayos de corta duracién, tanto
in vitro como in vivo, empleando diferentes dianas genéticas. Usualmente estos carcindgenos
mutagénicos producen respuestas positivas en multiples ensayos para distintas dianas
genéticas, como, por ejemplo, mutaciones génicas y aberraciones cromosdmicas estructurales,
tanto in vitro como in vivo. Los resultados obtenidos constituyen datos claves para establecer

el mecanismo de accion mutagénico de un agente carcinogénico

Es bien conocido que muchos carcindgenos son agentes con un elevado poder
electrofilico que interaccionan con el DNA provocando aductos y roturas en el mismo.
Durante el proceso de replicaciéon del DNA estas lesiones pueden fijarse y convertirse en
mutaciones puntuales o en alteraciones cromosémicas que, a su vez, pueden iniciar o

contribuir al proceso de carcinogénesis (Shelby y Zeiger, 1990; IARC, 1999).

Por otra parte, algunos carcindgenos no interaccionan directamente con el DNA, pero
pueden producir mutaciones o anomalias citogenéticas que se detectan en los ensayos
rutinarios de mutagénesis. En estos casos, las lesiones se producen a través de mecanismos
indirectos como, por ejemplo, mediante la interaccidén con los elementos celulares implicados
en la division celular. Por otro lado, un incremento en la tasa de mutaciones también puede
ser debido a efectos citotéxicos que causen una proliferacidn regenerativa (Cohen y Ellwein,

1990).

El incremento en la divisién celular puede aumentar las mutaciones debido a la
expansion clonal de las células iniciadas, o por el incremento del nimero de errores que se
producen durante la replicacién del DNA por la rapidez de la division celular y, por
consecuencia, de la reduccidén del tiempo disponible para que puedan actuar los sistemas de
reparaciéon del DNA. Los agentes epigenéticos pueden incrementar las mutaciones
interfiriendo con las enzimas de reparacion, lo cual podria resultar en inestabilidad gendmica,
en una mayor predisposicion a otras alteraciones genéticas y a un aumento de la probabilidad

de que ocurra la progresidn neoplasica (Rouse y Jackson, 2002; EPA, 2005).

En presencia de ciertos agentes, se pueden afectar procesos importantes como la

reparacién del DNA y el inicio de la muerte celular programada, permitiéndose la replicacién
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de células portadoras de dafios genéticos que normalmente deberian ser eliminadas. Tanto la
proliferacién celular como la apoptosis constituyen mecanismos importantes para el
mantenimiento de la homeostasis en los tejidos normales y las alteraciones del equilibrio entre

estos mecanismos afectaran directamente el desarrollo del proceso carcinogénico.

Algunos agentes son capaces de interactuar con proteinas y macromoléculas
necesarias para la correcta segregacién cromosémica y, de esta forma, causan aneuploidias
(pérdida o ganancia de cromosomas). Aunque actualmente las evidencias de carcinogenicidad
de los agentes aneundgenos es limitada, un gran nimero de estos agentes causan
transformacién celular in vitro en cultivos de células de mamifero, como por ejemplo, en
células epiteliales de hamster sirio (Gibson et al,1995). La aneuploidia puede resultar en
pérdida de la heterocigosidad y en inestabilidad genémica y, por tanto, influir en los procesos

de carcinogénesis.

En el desarrollo secuencial desde una célula normal hasta un tumor maligno, que al
menos comprende las fases de iniciacién, promocién y progresion, los mecanismos genéticos
y epigenéticos pueden actuar a distintos niveles. Los carcindgenos genot6xicos inducen
cambios principalmente en un estado inicial, mientras que los carcinégenos no genotéxicos
pueden crear condiciones favorables para que se produzcan cambios genéticos en etapas més
tardias, de aqui la importancia de estos dos mecanismos en la carcinogénesis (Choy, 1996b).
Hasta el momento, los mecanismos genéticos son los mds conocidos y mejor estudiados, pero

cada vez existen mds evidencias de la importancia de los mecanismos epigenéticos.

1.2. ENSAYOS EMPLEADOS EN LOS ESTUDIOS DE TOXICOLOGIA GENETICA

Desde que Auerbach y Robson demostraron en la década de 1940 que las sustancias
quimicas podian ser mutdgenos potentes en Drosophila melanogaster, numerosos estudios
realizados tanto en plantas como en animales, sentaron las bases para que se aceptara que la
exposicién a determinadas sustancias quimicas presentes en el medio ambiente podia inducir
alteraciones y dafios en el DNA de los seres humanos, tanto en las células germinales como en
las somaticas. Como ya se ha mencionado, el creciente interés por esta problematica llevé a la
creacion en el afio 1969 de la EMS vy, seguidamente en 1970, a la introduccién de los
réquisitos para evaluar las propiedades mutagénicas de las sustancias quimicas. En estos
primeros afios, los principales esfuerzos se dedicaron a los estudios de mutaciones germinales
(Choy, 1996b; MacGregor et al., 2000). No fue hasta entrada la década de 1970 en que se

desarrollaron la gran mayoria de los ensayos de mutagénesis y entre los afios 1970 y 1980 se



INTRODUCCION

empezaron a desarrollar las directrices y guias para la evaluaciéon de sustancias quimicas
ambientales y de aditivos alimentarios. Las baterias de ensayos propuestas eran muy parecidas

a las usadas en la actualidad.

Los distintos ensayos estdn disefiados, en general, para detectar mutaciones que
pueden generar cambios en la calidad y/o cantidad del material genético de un organismo.
Estas mutaciones pueden generarse en un gen individual, en grupos de genes o a nivel
cromosdémico. La justificacion del uso de ensayos de mutagénesis para detectar carcinégenos
estd basada en la teoria de la mutacién somatica de la carcinogénesis (Boveri, 1929; revisado
en Choy, 1996b), en la que se postula que el cdncer estd causado por mutaciones en las células
somaticas. Ya hemos indicado que las evidencias de esta teoria son muy fuertes, ya que se ha
visto y demostrado que muchos de los carcinégenos en roedores son a la vez mutigenos
(Gold et al., 1993) y que una gran mayoria de los carcinégenos humanos también son
mutdgenos (Shelby, 1988; Shelby y Zeiger, 1990). Por ofra parte, diversos estudios
citogenéticos han evidenciado que, en general, las células cancerigenas son heteroploides y
presentan cambios cromosémicos especificos en algunos tipos de tumores (Mitelman, 1988).
Los estudios de genética molecular del cancer han mostrado también que la activacion de
oncogenes y la inactivacién de genes supresores de tumores y de reparacién son procesos

mayoritariamente mediados por eventos mutacionales (Knudson, 1993).

A pesar de la existencia de importantes diferencias entre especies en cuanto a
metabolismo, reparacién del DNA y otros procesos fisiolégicos que pueden influir en la
mutagenicidad de una sustancia quimica, la universalidad del DNA vy del cddigo genético, asi
como el hecho de que el DNA de cualquier organismo es susceptible al dafio tanto por
agentes fisicos como quimicos, proporciona una base racional y cientifica para el uso de
diversos sistemas de ensayo en organismos procariotas y eucariotas para detectar los posibles
efectos mutagénicos. Ademads, el uso de estos sistemas de ensayo también estd basado en el
hecho de que muchos agentes que causan dafio genético en una determinada especie (p. €j.,
bacterias, hongos, insectos, roedores) con frecuencia también causan un dafio similar en otras
especies o sistemas de ensayo, lo cual permite estimar el potencial mutagénico y los posibles
efectos para el ser humano a partir de la extrapolacién de los resultados. Todo esto avala la

utilizacién de los ensayos que se han ido validando (Choy, 1996a, b; Dearfield et al., 2002).

El avance en el desarrollo de los diferentes ensayos continué vertiginosamente durante
la década de 1980 y ya a finales de esta década y principios de los afios 90, tanto en Europa

como en Canadd, Estados Unidos y Japdn, se contaba con guias establecidas para la
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evaluacion de los efectos mutagénicos de sustancias quimicas usadas con diversos fines, a las
que el ser humano podia estar expuesto (EPA, 1986; DH, 1989; DNHW, 1991, Shelby y
Sofuni, 1991; Kirkland, 1993; Purves et al., 1995). Aunque a finales de la década de 1990 ya
se habian desarrollado alrededor de un centenar de sistemas de ensayo, rutinariamente solo se
aplicaban unos pocos para la evaluacién mutagénica de las sustancias quimicas. A pesar de
que predominaba el criterio de que esta evaluacién se deberia basar en un nimero limitado de
ensayos bien validados, seguian existiendo diferencias en cuanto a los requisitos exigidos y

los ensayos recomendados en los diferentes paises y en las diferentes agencias reguladoras.

En las tablas 2 y 3 se indican, respectivamente, los ensayos in vitro € in vivo mds
utilizados para cumplimentar las exigencias de las agencias reguladoras y estimar el potencial

mutagénico.

Tabla 2. Ensayos in vitro cominmente usados en los estudios de Toxicologia Genética

Ensayo Sistema de ensayo empleado
Mutacién génica en bacterias. Salmonella thyphimurium, Escherichia coli
Mutacién génica en mamiferos. Células de ovario de hdmster chino (CHO), células

AS52 de CHO, células L5178Y de linfoma de

raton.
Aberraciones cromosomicas en células Linfocitos humanos de sangre periférica,
de mamiferos. fibroblastos de pulmén de hamster chino, células
CHO.
Ensayos de reparacién del DNA: sintesis Hepatocitos primarios de rata, hepatocitos
no programada del DNA. primarios de humanos.
Ensayo de transformacién celular. Fibroblastos de embrion de hamster sirio,

fibroblastos de ratén (BALB/C3T3).

A medida que se han ido desarrollando los diferentes sistemas de ensayo, y hasta la
actualidad, ha prevalecido el criterio de que, a causa de la gran variedad de los posibles dafios
genéticos que pueden ocurrir y pueden ser evaluados, no existe un unico sistema capaz de
detectar todos los posibles dafios y dianas genéticas que acompaiian directa o indirectamente
a los procesos de genotoxicidad o mutagénesis. Esto significa que no hay ningin ensayo
validado que brinde informacidén sobre los tres niveles de dafio genético asociados con
enfermedades  genéticas humanas y necesaria para estimar el potencial
mutagénico/carcinogénico de un agente. Por este motivo, para poder evaluar con la mayor

seguridad posible y poder abarcar un espectro de dafio suficientemente amplio, se
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recomienda el uso de una bateria de ensayos (COM, 2000; MacGregor et al., 2000; Dearfield
et al., 2002).

Tabla 3: Ensayos in vivo cominmente usados en los estudios de Toxicologia Genética

Ensayo Sistema de ensayo empleado

Ensayos citogenéticos: aberraciones cromosémicas, Células de médula dsea de rata, eritrocitos de

micronicleos. médula oésea de ratdn, eritrocitos de sangre
periférica de ratdn.
Mutacién génica en células somaticas. Ratones transgénicos (Muta™ Mouse and Big

Blue™), linfocitos humanos.
Mutacién génica en células germinales: ensayos Diferentes lineas de ratones.
&e letales dominantes y de Jocus especifico en
ratén.
Ensayo de reparacion del DNA: sintesis Hepatocitos de rata.

no programada del DNA.

A medida que se ha ido avanzando en el perfeccionamiento de los ensayos de
mutagénesis, se han dedicado considerables esfuerzos para homogeneizar a nivel
internacional los requisitos bésicos de las baterias de ensayo a utilizar. En la década de 1990
se desarrollaron un gran nimero de actividades internacionales dirigidas a la armonizacién de
las estrategias y los ensayos de mutagénesis por parte de las principales sociedades de
mutagénesis ambiental de los paises mds desarrollados: Canadd, Estados Unidos, Japén y

Reino Unido, entre otros.

La principal influencia en el proceso de armonizacidén internacional ha sido por parte
de la ICH (International Conference on Harmonization), un proyecto en el que han trabajado
en conjunto autoridades reguladoras de Iéstados Unidos, Europa y Japén. De estas
conferencias han surgido lineas directrices, recomendaciones y guias para homogeneizar las
estrategias de evaluacion y las baterias de ensayos y, desde la primera conferencia de la ICH
en 1991, se establecid que la genotoxicidad era un aspecto importante y fundamental en la
evaluacién de la seguridad de los productos quimicos. Se han desarrollado dos guias respecto
a la genotoxicidad denominadas ICH S2A y ICH S2B, que son dos guias complementarias
que contienen directrices bdsicas para los estudios de genotoxicidad, principalmente para las
moléculas de interés farmacéutico (ICH S2A, 1995; ICH S2B, 1997; MacGregor et al.,
2000). Todo este esfuerzo de armonizaciéon ha hecho posible que en la actualidad sea

aceptado a nivel internacional que la bateria de ensayos estdndar de genotoxicidad para las
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moléculas farmacéuticas esté integrada por los siguientes ensayos (ICH, 1997; Miiller y
Kasper, 2000):

Bateria de ensayos estindar para la evaluacién de la genotoxicidad:

e Ensayo para detectar mutacion génica en bacterias.

o Ensayo in vitro de evaluacién citogenética de dafios cromosémicos en células de

mamiferos, o el ensayo in vitro del linfoma de raton.
e Ensayo in vitro para detectar mutacion génica en cultivos de células de mamiferos.

e Ensayo in vivo para el anilisis del dafio cromosémico usando células hematopoyéticas

de roedores.

En conjunto, el trabajo de la ICH y el de otros organismos internacionales como la
OECD (Organization for Economic Cooperation and Development), ha jugado un papel
decisivo en la estandarizacién y armonizacién de los ensayos mds utilizados y en la

especificacién de los ensayos validados que han de conformar las baterias mds aceptadas.

Los rasgos m4s generales que definen, caracterizan y resumen una bateria de ensayos
de genotoxicidad y que la convierten en un procedimiento de evaluacién internacionalmente
aceptado son los siguientes (ICH, 1997; Miiller et al., 1999; MacGregor et al., 2000; Miiller y
Kasper, 2000; Dearfield et al., 2002):

e Es apropiado estimar la genotoxicidad a nivel de mutacién génica en el ensayo
de retromutacién en bacterias. Este ensayo ha mostrado ser capaz de detectar cambios

genéticos relevantes, asi como la mayoria de carcinégenos genotéxicos en roedores.

e El dafio en el DNA considerado como relevante en células de mamifero y que
no puede ser medido en bacterias, debe ser evaluado en células de mamifero. Varios
sistemas celulares de mamifero estdn en uso: sistemas que detectan dafio cromosémico
(ensayos in vitro para aberraciones cromosémicas numéricas y estructurales), sistemas que
detectan primariamente mutacién génica (ensayo HPRT usando células CHO, V79,
L5178Y) y sistemas que detectan simultineamente mutacién génica y efectos
clastogénicos (ensayo del linfoma de ratén). Se ha demostrado que con protocolos
apropiados, los diferentes ensayos in vitro para dafio cromosémico y el ensayo del linfoma
de ratén, producen resultados con un alto nivel de concordancia para compuestos que son
considerados como genotéxicos y que han dado resultados negativos en el ensayo de

retromutacioén en bacterias.
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e Es necesario incorporar un ensayo in vivo en la bateria, para asi proveer un
modelo de ensayo en el cual factores relevantes adicionales (absorcién, distribucidn,
metabolismo y excrecién), que pueden influenciar la actividad genotéxica de los
compuestos, sean tenidos en consideracién. Los ensayos in vivo permiten la deteccién
adicional de algunos agentes genotéxicos, ya que existe un pequefio numero de
carcinégenos genotéxicos que son detectables al analizar el dafio cromosémico en médula
6sea. Este tipo de compuestos producen resultados conflictivos, débiles o negativos en los
demds ensayos recomendados para la bateria estdndar. Entre ellos podemos citar
compuestos carcinogénicos como la procarbacina, las hidroquinonas, el uretano y el
benceno. Entre los ensayos in vivo que detectan dafio cromosémico en células
hematopoyéticas de roedores se incluyen el ensayo de aberraciones cromosomicas en-
médula 6sea de rata y el ensayo de micronucleos en médula ésea o sangre periférica de

ratén.

En la actualidad se siguen utilizando los ensayos recomendados en la bateria antes
descrita para evaluar los efectos mutagénicos de diversos agentes quimicos, en especial para
las nuevas moléculas farmacéuticas. Pero el desarrollo, la estandarizacién v la validacién de
nuevos ensayos de genotoxicidad han hecho que cada vez haya nuevos ensayos aplicables a la

evaluacién de la potencialidad mutagénica.

Recientemente se han publicado por parte de prestigiosos comités de expertos, entre
ellos el Commitee on Mutagenicity of Chemicals in Food, Consumer Products and the
Environment (COM) y la Environmental Protection Agency (EPA), nuevos esquemas para

establecer la estrategia, los requerimientos y los ensayos de mutagénesis necesarios.

La nueva bateria propuesta no difiere en su esencia ni en sus fundamentos de la
bateria anterior y los principales cambios estin enfocados en un aumento del peso de los
ensayos in vitro utilizados, introduciendo como ensayo recomendado el ensayo in vitro de
micronucleos por su capacidad para detectar efectos clastogénicos y aneugénicos. Por otra
parte, propone la aplicacién de ensayos in vivo para detectar dafio en el DNA en diversos
érganos y no solamente en la médula 6sea o en el higado, que son los drganos dianas en los
ensayos tradicionalmente empleados. Para ello se da énfasis al empleo del ensayo del cometa
in vivo por su posible aplicacién a un gran nimero de dérganos dianas y por la valiosa

informacién que puede brindar, de una manera bastante rdpida.

Estas nuevas estrategias o esquemas para la evaluacion de la mutagenicidad de los

compuestos quimicos cuentan cada vez mds con mayor aceptacién internacional; por lo que,

11
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en un futuro no muy lejano, estardn presentes en las baterias de evaluaciéon recomendadas

(COM, 2000; Dearfield et al., 2002; Brendler-Schwaab et al., 2005).

1.3. LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

Las preparaciones de cromosomas a partir de muestras de sangre periférica han sido,
desde hace varios afios, una herramienta muy util en el estudio de dafios genotoxicos que
pueden afectar a la salud humana. Las observaciones de que el dafio en los cromosomas podia
ser causado por la exposicion a agentes como las radiaciones ionizantes o los compuestos
quimicos carcinogénicos, constituyeron unas de las primeras evidencias irrefutables de que
determinados agentes pueden causar graves alteraciones en el material genético de las células
eucariotas. A pesar de que nuestro conocimiento de la estructura de los cromosomas ain es
incompleta, podemos afirmar que las alteraciones cromosémicas son una consecuencia directa

y una manifestacion del dafio a nivel del DNA (Fenech, 2000).

Entre las células del torrente sanguineo, unas de las mds usadas en investigacién son
los linfocitos. Los linfocitos humanos son células del sistema inmunitario, de origen
hematopoyético, que circulan normalmente en estado no proliferativo por todo el cuerpo.
Gracias a la accién de algunos agentes mitogenos, como la fitohemaglutinina (PHA),
podemos estimular los linfocitos, preferentemente a los de tipo T, y asi establecer cultivos
donde habri proliferacién y se alternaran periodos de sintesis de DNA con periodos de
divisién mitética.

La cinética de los linfocitos humanos en cultivo es bien conocida, lo cual es muy
importante en el establecimiento y andlisis de los resultados experimentales. Es importante
tener presente que cuando se emplean diferentes donantes para este tipo de estudios de
evaluacién genotoxica, se pueden producir val.riaciones entre los cultivos de linfocitos de los
diferentes donantes en relacién a su cinética normal, debido a diferencias en la respuesta
frente a los mitégenos. Esto afectard el crecimiento de las células en las condiciones de

cultivo que se empleen (Albertini et al., 2000).

La mayoria de los linfocitos se encuentran en el estado interfisico (GO) del ciclo
celular y, al ser estimulados con la PHA, pasan a una fase activa (G1); aqui las células se
preparan para la replicacién del material genético, aumenta la sintesis de RNA, comienzan los
procesos de sintesis protéica, etc. A las 24 h de la estimulacién de los linfocitos, se inicia la
fase de sintesis del DNA, la cual durard aproximadamente 20 h, por lo que, 48 h después de

estimulados, los linfocitos entran en la primera fase mitdtica para iniciar un segundo ciclo de

12



INTRODUCCION

division celular que durard aproximadamente 24 h. Asi, una vez transcurridas 72 h desde la

estimulacion inicial con PHA, las células alcanzan su segunda divisidn mitética.

Por lo tanto, todo el proceso de division y progresion del ciclo celular es importante y
esencial para que se pueda expresar el dafio genético en caso de haberse producido. La
induccién y posterior detecciéon del dafio genético dependera de la fase del ciclo celular en la
que se encuentren las células durante la accién de un determinado agente que pueda ser

potencialmente genotoxico.

El ciclo celular estd caracterizado por cuatro etapas o fases. Dos fases de crecimiento,
G1 y G2, separadas por una fase de sintesis (S) y la ultima fase que es una etapa de divisién,
la mitosis (M). A su vez, la mitosis estd formada por cuatro etapas: profase, metafase, anafase
y telofase. En cada una de ellas actiian una serie de mecanismos y se originan una serie de
procesos bioldgicos encaminados a la condensacién del material genético en los cromosomas
y a la separacion de los mismos para garantizar la correcta dotacién cromosdémica de las

células hijas después de completarse la divisidn celular.

Durante las etapas G1, S y G2, los cromosomas son estructuras descondensadas que
estdn ubicadas en el nuicleo celular. Hacia el final de la fase G2, los cromosomas comienzan a
condensarse y se convierten en estructuras localizables y visibles y su forma y tamafio son
caracteristicas unicas de cada especie. Los cromosomas alcanzan su méxima condensacién

durante la etapa de metafase de la mitosis celular.

Durante la metafase los cromosomas se encuentran bien definidos, con sus dos
cromatidas separadas, y suele ser la fase donde se visualizan y estudian de forma adecuada y
con relativa facilidad. Varios ensayos citogenéticos, como el andlisis de intercambios entre
cromdtidas hermanas (SCE) y el ensayo de aberraciones cromosémicas (CA), basan sus
analisis en la observacién de los cromosomas de las células durante esta etapa de la divisién

celular.

Los linfocitos humanos de sangre periférica representan un sistema muy ventajoso
para realizar estudios de mutagénesis in vitro (Carrano y Natarajan, 1988), y entre sus

ventajas como sistema de ensayo podemos destacar:
¢ Son faciles de obtener y de establecer cultivos.
o Constituyen una poblacion relativamente sincrdnica.
e Tienen un cariotipo estable, bien conocido y caracterizado.

e Presentan un ciclo celular corto y bien conocido.

13
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e Se dispone de técnicas citogenéticas estandarizadas y relativamente

econdémicas que permiten su uso y estudio.
e Son un sistema sensible para la deteccién de dafio genético.
e Se utilizan como sistema celular en un gran nimero de técnicas in vitro.
Este sistema de ensayo también presenta algunas desventajas, entre ellas tenemos:

e Los linfocitos T que se estimulan en los cultivos pueden, en ocasiones, no ser

las células dianas del agente cuya actividad genotdxica se quiere evaluar.
¢ Presentan una capacidad metabdlica limitada.
e En algunas ocasiones, no constituyen una poblacién homogénea.

Como las ventajas superan los inconvenientes, los linfocitos humanos han sido
ampliamente utilizados para analizar dafios genéticos inducidos por exposicién a agentes

quimicos y fisicos.

Los estudios de citogenética que usan cultivos de linfocitos permiten detectar
alteraciones grandes en el DNA mediante la sencilla observacién, por medio del microscopio
6ptico, de alteraciones en la estructura de los cromosomas (Carrano y Natarajan, 1988). Entre
los ensayos citogenéticos mas utilizados para estudiar el potencial genotéxico de diversos

agentes se encuentran los estudios de CA, SCE y de micronicleos (MN).

El aumento de la frecuencia de estos biomarcadores en diversas condiciones, ya sea de
laboratorio o por exposiciones ambientales, se ha relacionado con un aumento del riesgo de

cancer y de otras enfermedades genéticas.

1.4. ENSAYO DE MICRONUCLEOS (MN)

El avance decisivo para que los MN fueran usados para medir el potencial genotdxico
se produjo con el trabajo de Boller y Schmid en el afio 1970 donde se sugirié, por primera
vez, el término ensayo de micronicleos y su aplicabilidad a los estudios de mutagénesis

quimica (Boller y Schmid, 1970; Kirsch-Volders et al, 2003).

El ensayo de micromicleos es un ensayo que combina sensibilidad y simplicidad y que
puede desarrollarse tanto in vitro como in vivo, siendo su gran ventaja que tiene capacidad
para detectar tanto clastégenos como agentes inductores de aneuploidia. Este ensayo fue

originalmente desarrollado en eritrocitos de médula dsea de ratén (Schmid, 1976), aunque
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también se ha empleado en otros mamiferos como ratas (George et al, 1990) y primates
(Choy et al., 1993).

Ademas de su uso en animales de experimentacion, este ensayo se ha usado en una
amplia variedad de células y organismos eucariotas. En principio, cualquier poblacién de

células capaz de dividirse puede ser utilizada para el ensayo de MN.

Los MN tienen un aspecto parecido al de pequefios micleos y se originan (de forma
espontinea o inducida) a partir de cromosomas rezagados o fragmentos cromosémicos
derivados de cambios cromosdmicos estructurales. Por tanto, la expresion de MN puede ser
consecuencia de alteraciones cromosdémicas o de disfuncién del huso acromético. Cuando una
célula se divide, tanto los cromosomas retrasados como los pequefios fragmentos quedaran

excluidos de los niicleos hijos en la telofase (Fenech, 1998).

Dada la gran aplicabilidad de este ensayo, el protocolo para la deteccién de MN puede
sufrir variaciones en varios aspectos como, por ejemplo, el numero de dosis aplicadas, el
numero de veces y los tiempos de recoleccion de las células, etc. (Ashby y Tinwell, 1990).
Por lo tanto, en funcién del tipo de experimento, del organismo y del tipo celular utilizado,

existen variaciones en la metodologia del ensayo de MN.

La técnica mas comun del ensayo de MN en los estudios in vivo usa médula 6sea de
roedores por las conocidas ventajas de este sistema celular. Sin embargo, desde la década de
los 90 se ha venido usando cada vez més el ensayo en sangre periférica de ratones (Hayashi et
al,, 1990). El ensayo de MN en sangre o en médula 6sea de roedores constituye en la
actualidad uno de los ensayos in vivo mejor establecido y validado. Ademas del ensayo in
vivo, se han ido desarrollando diversos métodos para medir la presencia de MN en una gran
variedad de células nucleadas, fundamentalmente en ensayos in vitro. De los métodos
propuestos, el que ha tenido mayor aceptacion ha sido el ensayo de MN in vitro con bloqueo

de la citocinesis (Fenech, 2000).

1.4.1. ENSAYO DE MICRONUCLEOS IN VITRO EN LINFOCITOS HUMANOS

Como ya hemos explicado, los MN son pequefios nicleos con membrana definida que
presentan una apariencia morfologica similar a la del nucleo principal. Su origen puede ser
por fragmentos cromosomicos o por cromosomas enteros y pueden aparecer en el citoplasma
de la célula después de la divisién; asi pues, este origen citogenético les confiere dos

implicaciones importantes:
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1. Se requiere una divisién celular para que los MN se expresen en la poblacién

celular.

2. Su origen hace que los MN resulten tanto de acciones clastogénicas como

aneugénicas.

La figura 1 muestra esquematicamente el origen citogenético de los MN.
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Figura 1: Origen citogenético de los micronvicleos y células micronucleadas.
(a), célula con micronicleo originado por fragmento cromosémico, (b), célula con micronicleo

originado por un cromosoma entero.

Los MN fueron descritos en el citoplasma de eritrocitos hace mas de un siglo y fueron
llamados “fragmentos de material nuclear” por Howell o “corpisculos intraglobulares” por
Jolly. Por lo que estas estructuras son conocidas desde hace tiempo por los hematdlogos como
“cuerpos de Howell-Jolly” (Kirsch-Volders et al., 2003).

Son varios los autores que desde la década de 1920 se han referido a la presencia de
MN en sus trabajos. Sin embargo, no fue hasta el afio 1959 en que Evans y colaboradores
propusieron el uso de los MN como una medida del dafio cromosdémico inducido por la
radiacién ionizante en plantas. La presencia de MN, como ya hemos comentado, se fue
describiendo en una amplia diversidad de células y tejidos. A partir de 1976, afio en que
Schmid desarroll6 el ensayo usando eritrocitos de médula 6sea de raton, se va convirtiendo en
un ensayo de rutina en la evaluacién de la genotoxicidad. También en el afio 1976 se propuso
el ensayo de MN en cultivos de linfocitos humanos y el uso de los MN como un biomarcador
(Countryman y Heddle, 1976).

Desde su desarrollo hasta nuestros dias el ensayo de MN ha demostrado ser una buena
herramienta para la deteccién de dafio cromosémico. En las técnicas de citogenética clésica, el
dafio cromosémico es estudiado directamente observando y registrando las aberraciones en
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los cromosomas en metafase. Aunque este método constituya el andlisis mas detallado para
evaluar dafios estructurales en los cromosomas, es complejo y laborioso, existiendo ademds
factores de confusion y posibles artefactos durante la realizacién de las preparaciones y
andlisis de los cromosomas en metafase. Por ello, se ha estimulado la puesta a punto y
validacion de sistemas mas simples. Comparado con el andlisis tradicional de CA en
metafase, el ensayo de MN es mucho mas facil y rdpido y tiene una sensibilidad parecida. Por
estas razones, el ensayo de MN in vitro es usado actualmente con gran regularidad en la
evaluacidn del dafio citogenético (Natarajan et al., 1994; Fenech, 2000; Kirsch-Volders et al,,
2000, 2003).

En primer lugar se demostré la aplicabilidad del ensayo de MN en linfocitos humanos
para medir el dafio inducido por la radiacidn ionizante (Obe y Beek, 1975). El ensayo se
sigui¢ usando durante una década para estimar el dafio inducido por diversos agentes
quimicos; no obstante, existian problemas que limitaban el uso de los MN en linfocitos de
sangre periférica. Uno de los problemas era que no se conseguia preservar bien el citoplasma
celular, lo que permitia que los MN fueran liberados del mismo y no pudiesen contabilizarse

en los andlisis.

Este problema se resolvié introduciendo cambios en el proceso de choque hipoténico y
en la fijacion de las células, y asi se logrd preservar el citoplasma y mantener los MN dentro
de la célula donde se originaban (Hogstedt, 1984). Otro problema importante era el hecho de
la respuesta variable de los linfocitos ante la PHA, ya que no todos responden al mitégeno,
por lo que habia dificultades en identificar las células en proliferacion de aquellas que no se
habian dividido. En las células que hubieran pasado mds de una ronda de replicacién podrian
perderse los MN y esto llevaria a subestimar el dafio genético (Evans, 1988). A pesar de estas
limitaciones, el ensayo fue usado con bastante éxito tanto in vitro (Countryman y Heddle,

1976) como in vivo (Aghamohammadi et al., 1984).

La no funcionalidad del ensayo de MN en tratamientos combinados como, por
ejemplo, rayos X mas cafeina (Natarajan et al,, 1982), y los problemas que anteriormente
mencionamos, hicieron que varios investigadores dedicaran sus esfuerzos en encontrar
soluciones. Asi, Pincu et al, (1984) propusieron el uso de la bromodeoxiuridina (BrdU)
seguida de fluorescencia y tincién con Giemsa para distinguir entre las células que se habian
dividido y las que no. Esta metodologia resulté ser poco eficaz ya que en el recuento se

inclufan células en fase tardia de sintesis o en G2, es decir, células que ain no habian
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experimentado la primera mitosis. Ademas, también tenia en contra que la BrdU inducia dafio

por si misma.

Aunque se propusieron varios métodos basados en la citometria de flujo y en el
marcaje del DNA, la solucién al problema de la cinética celular y el despegue del ensayo de
MN in vitro no llegd hasta la técnica propuesta y desarrollada por Fenech y Morley en 1985.
Estos autores propusieron el bloqueo de la citocinesis con el uso de la citocalasina-B (Cyt-B);
esta droga, aislada del hongo Helminthosporum dematoideum, actia especificamente
bloqueando la citocinesis celular ya que impide la polimerizacién de la actina necesaria para
la formacidn del anillo microfilamentoso requerido para la division del citoplasma celular tras

la telofase.

La Cyt-B no afecta los filamentos del uso mitético, ni afecta el proceso de
cariocinesis. Esto hace que sea posible diferenciar las células que no se han dividido de las
que lo han hecho una vez, las cuales presentardn un aspecto de células binucleadas, y de las
células multinucleadas que han experimentado més de una divisiéon (Fenech, 1993, 2000;
Kirsch-Volders et al., 2000, 2003; OECD, 2004).

Este método nos permite observar una poblacién de células binucleadas, lo que refleja
que la divisién celular ha tenido lugar. La figura 2 muestra células de primera divisién, en las
cuales se puede efectuar un recuento rapido, preciso y confiable de los MN ya que la Cyt-B es
capaz virtualmente de detener a todas las células en divisién en este estado de célula

binucleada, permitiendo de esta manera estimar el dafio cromosémico.

Figura 2: Célula binucleada normal y célula binucleada con un micromicleo.
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Después del desarrollo del ensayo de MN con bloqueo de la citocinesis (CBMN), han
sido muchos los investigadores y laboratorios que han usado esta técnica para determinar el
potencial genotéxico de diferentes agentes. La técnica empleando linfocitos humanos se ha
consolidado y ha experimentado un creciente uso en cultivos in vitro y en la
biomonitorizacién de poblaciones humanas (Sorsa et al, 1988; Surrallés et al.,, 1995, 1997,
Fenech et al., 1997). Este ensayo también ha sido utilizado con éxito en cultivos de lineas
celulares establecidas, como las células de ovario de hamster chino (Wakata y Sasaki, 1987;
Eastmond y Tucker, 1989). Actualmente existe una gran cantidad de datos que dan soporte a
la validacién del ensayo de MN in vitro, tanto en linfocitos humanos como en diversas lineas
celulares. Entre las lineas celulares recomendadas que pueden ser usadas y que ha sido
validado su uso en multiples estudios a nivel internacional, se encuentran las siguientes:.
CHL/IU, CHO, SHE, V79 y L5178Y (Gibson et al., 1997; Matsushima et al., 1999; von der
Hude et al., 2000; Garriott et al., 2002; OECD, 2004).

Llegados a este punto podemos sefialar que el ensayo de MN in vifro presenta
numerosas ventajas con respecto al analisis de cromosomas en metafase. Los MN en células
binucleadas pueden ser detectados de forma mas objetiva que las aberraciones cromosoémicas
estructurales en células en metafase y no requieren de un riguroso entrenamiento y de
experiencia previa por parte del personal técnico. Ademas, las preparaciones de MN pueden
analizarse mas rapidamente y permiten el andlisis de miles de células, en lugar de cientos
como ocurre en el andlisis de metafases, lo que confiere al ensayo de MN un mayor poder
estadistico en comparacién con el de CA (Fenech, 2000; Kirsch-Volders et al., 2003; OECD,
2004).

Podemos afirmar que el ensayo de MN posee unas sélidas bases cientificas y un gran
poder desde el punto de vista mecanistico ya que permite la deteccidn de agentes
clastogénicos y aneugénicos y diferenciar estos dos mecanismos de accién. Debido a su
amplia utilizacién, algunas nuevas propuestas lo han incluido y recomendado como unos de
los ensayos de rutina a incorporar en las baterias para evaluar la clastogenicidad y
aneugenicidad de los agentes genotdxicos (COM, 2000; Dearfield et al, 2002; Kirsch-
Volders et al., 2003).

Las ventajas metodolégicas del ensayo de MN, asi como la informacién que brinda
sobre el modo de actuar de los compuestos evaluados, constituyen las razones fundamentales

por las cuales lo utilizamos en este trabajo.
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1.42. ENSAYO IN VITRO DE INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDAS
HERMANAS (SCE)

Los intercambios entre cromatidas hermanas (SCE) son la manifestacién citolégica de
roturas de doble cadena de DNA y reunién en sitios aparentemente homdlogos de las dos
cromatidas de un mismo cromosoma (Carrano y Natarajan,1988). A pesar de que los SCE
pueden ser observados experimentalmente con facilidad, no se conoce si transcurren sin
producir cambios en la secuencia de nucleétidos del DNA. Aunque no se conocen con
exactitud sus bases moleculares, se piensa que los SCE son consecuencia de errores en la
replicacién del DNA que suceden a nivel de la horquilla de replicacién (Tucker ef al., 1993;

Tucker y Preston, 1996; Albertini ez al., 2000).

La primera observacién de SCE fue realizada por McClintock (1938), quien los
describi6é como consecuencia de una transformacién entre anillos cromosémicos (revisado en
Tucker et al, 1993). En el afio 1958 Taylor, usando timidina tritiada como marcador y
deteccién con métodos autoradiograficos, demostré la presencia de SCE. En sus experimentos
permitié una primera replicacién en presencia de timidina tritiada, con lo que se generaban
crométidas igualmente marcadas, y seguidamente una nueva replicacién en ausencia de
radioisétopo. Después de este proceso, los cromosomas portaban una cromditida marcada y
otra sin marcar (Taylor, 1958). Debido al corto recorrido de las particulas B emitidas por el
tritio, la resolucién autoradiografica permitié distinguir entre ambas cromatidas, y los SCE
podian ser observados como sitios donde la sefial radiactiva pasaba de una cromatida a su
hermana. Este método radiactivo ha sido reemplazado por métodos citoquimicos que utilizan
la incorporacién de un andlogo de la timina, la 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) en las
cadenas de DNA de las células, y combina la incorporacién de la BrdU y una tincién con

colorante fluorescente mas el uso de Giemsa (Perry y Wolff, 1974).

Esta metodologia permite la diferenciacién muy clara de las dos cromatidas de un
mismo cromosoma, en funcién de la cantidad de BrdU incorporada (figura 3), ambas
cromatidas muestran un color diferente y la visualizacién de los SCE se puede detectar con
una observacién detallada en aquellas células que sean capaces de dividirse en presencia de la
BrdU e incorporarla durante dos ciclos celulares y luego ser detenidas en metafase, para una

mejor observacién de los cromosomas.
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Figura 3: Metafase de segunda divisién. Se observan las dos crométidas diferenciadas lo que permite determinar
los SCE.

La técnica FPG (fluorescencia mas Giemsa), desarrollada por Perry y Wolff, permite
la realizacion de preparaciones permanentes, siendo ésta la metodologia més utilizada en la
actualidad con pequefias modificaciones. El procedimiento se basa en el tratamiento de las
preparaciones con el colorante fluorescente Hoechst 33258 seguido de exposicion a la luz UV
durante unas horas o bien a la luz del dia por un periodo mas prolongado. A continuacién se
sumergen los portaobjetos en un bafio con soluciones de sales calientes y después se tifien con
Giemsa, con lo que la crométida monosustituida con BrdU se visualizara con un color oscuro
mientras que la bisustituida permanecera clara. Las razones por las que se produce esta tincién
diferencial no son bien conocidas, pero parece que puede estar implicada la degradacién
preferencial que ocurre en la cromdtida que contiene mayor cantidad de BrdU. La
metodologia ha permitido detectar incrementos en la frecuencia de SCE inducidos por agentes
alquilantes como la mitomicina C a concentraciones bastante menores a las necesarias para
inducir CA. La introduccién de la tincién diferencial incrementd la sensibilidad del ensayo de

SCE y su uso para la determinacién de la induccién de dafio en el DNA.

Desde que se comprobé que la frecuencia de SCE aumentaba significativamente tras la
exposicién a determinados agentes genotéxicos, este ensayo ha sido muy usado y ha mostrado
ser un indicador muy sensible en los estudios de genotoxicidad. Los SCE son inducidos de
forma eficiente por un gran nimero de agentes mutagénicos y carcinogénicos, especialmente
por aquellos que forman aductos covalentes con el DNA, por los que interfieren directa o
indirectamente con el proceso de la replicacion, asi como por los agentes inductores de

enlaces cruzados (Natarajan et al., 1994; Albertini et al., 2000).
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Los SCE se han correlacionado con la induccién de mutaciones puntuales (Carrano et
al., 1978) y con citotoxicidad (Natarajan et al., 1984) y, aunque muchos mutiagenos inducen
SCE, no todos los agentes que producen SCE son capaces de inducir mutaciones puntuales. El
ensayo de SCE ha sido utilizado con gran frecuencia para evaluar los efectos citogenéticos de
una gran variedad de agentes a los cuales el ser humano estd expuesto. Asi, el ensayo de SCE
se utiliza in vitro, en diferentes sistemas celulares y lineas establecidas y en estudios in vivo,

tanto en animales de laboratorio como en la biomonitorizacién de poblaciones humanas.

Como ya hemos sefialado, el ensayo de SCE constituye una metodologia muy bien
establecida y posee una elevada sensibilidad. En la década de los afios 1990, la evaluacién
realizada por el National Toxicology Program (NTP) de los Estados Unidos sobre cuatro
sistemas de ensayo in vitro de genotoxicidad de corta duracidén, demostré que para un grupo
de 73 compuestos quimicos (44 carcindgenos y 29 no carcindgenos), el ensayo de SCE era el
de mayor sensibilidad, siendo capaz de detectar una respuesta positiva para los compuestos
carcinégenos evaluados con una sensibilidad del 73%. Un estudio posterior, con un total de
114 compuestos, confirmé los resultados del analisis anterior. En estudios y evaluaciones mas
recientes por parte del NTP, en donde se analizan un mayor numero de sustancias quimicas, el
ensayo de SCE no ha sido incluido debido a la incorporacidon de nuevos ensayos in vitro de

genotoxicidad como el de MN (Kirkland et al., 2005).

A pesar de las ventajas del ensayo de SCE, también ha recibido criticas debido,
fundamentalmente, a que no se conoce con exactitud cémo se producen los SCE. Ademds, a
pesar de que una gran mayoria de compuestos genotdxicos y carcinogénicos induzcan SCE en
frecuencias elevadas, no se ha establecido claramente la relacién directa que pueda existir
entre la formacién de SCE vy la induccién de mutaciones. Por consiguiente, y a pesar de la
sensibilidad que tiene la técnica para evidenciar interacciones con el DNA y posibles efectos
genotoxicos, el nivel de SCE suele ser una medida de efectos citotéxicos y/o genotoxicos
pero, a diferencia de las CA, los SCE no tienen porque implicar un efecto mutagénico.
Ademds, no se conocen claramente las implicaciones biolégicas que tienen los SCE para las
células (aparentemente ninguna), por lo que es dificil extrapolar sus efectos adversos para la
salud humana. Por todo esto, en la actualidad se recomienda que el ensayo de SCE se utilice
como un biomarcador de exposicion (Tucker y Preston, 1996), mds que como un biomarcador
de efecto. De todos modos, y a pesar de estas limitaciones, el ensayo de SCE sigue siendo
utilizado en la evaluacién del riesgo genotdxico que representan los diferentes agentes
ambientales a los cuales el ser humano puede estar expuesto y se incluye en bastantes estudios

de biomonitorizacion de poblaciones humanas para evaluar el riesgo de diversos tipos de
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exposicidn: ambiental, laboral y terapéutica (Aksoy et al,, 2005; Bhattacharya et al., 2005;
Cebulska-Wasilewska et al., 2005; Duydu et al,, 2005).

El ensayo de SCE se considera, ademds, como uno de los posibles ensayos que pueden
ser usados in vivo para obtener datos adicionales en la evaluacién genotéxica de compuestos
quimicos. Por otra parte, el desarrollo del ensayo de SCE in vivo estd indicado para
determinar si los resultados de la evaluacidén genotdxica de un compuesto que produce
resultados positivos in vitro y resultados negativos en el ensayo de micronicleos en médula
dsea de roedores son relevantes para la estimacién del potencial mutagénico del compuesto.
Asimismo, el ensayo de SCE in vivo utilizando células de testiculo es recomendado para
determinar riesgo de dafio genético a nivel de células germinales (COM, 2000; Déarfield ez
al., 2002).

Lo anteriormente expuesto justifica que el ensayo de SCE, tanto in vitro como in vivo,
continie siendo una metodologia para la evaluacién del potencial genotdxico. Por todo ello, y
unido a la experiencia del Grupo de Mutagénesis de la UAB en el empleo del ensayo de SCE,

se ha optado por su utilizacién en el presente trabajo.

1.43. ENSAYO DE MICRONUCLEOS IN VIVO

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, el ensayo de MN combina simplicidad,
sensibilidad y capacidad de deteccién, tanto de agentes clastogénicos como aneugénicos. El
avance definitivo para que el ensayo de MN se utilizase para evaluar la genotoxicidad se produce
en el afio 1970, cuando se propone por primera vez el término de ensayo de MN (Boller y
Schmid, 1970). Pero no fue hasta el afio 1975 cuando se desarrollé la técnica del ensayo de MN in

vivo, usando eritrocitos de médula ésea de roedores (Schmid, 1975).

Aunque el ensayo puede desarrollarse en una gran variedad de organismos, lo mads
habitual es llevarlo a cabo usando ratas o ratones y estudiando los micromicleos en eritrocitos

inmaduros, tanto de médula ésea como de sangre periférica (Hayashi ez al., 1994; OECD, 1997).

Los MN pueden formarse y encontrarse en numerosos tipos celulares de los que se
originan en la médula ésea de los mamiferos. En muchos de estos tipos celulares, debido a que
poseen poco citoplasma celular, resulta tediosa, dificil y poco fiable la determinacién de
micronucleos. Por ello, los eritrocitos constituyen las células ideales para el ensayo de
micronucleos; entre otras caracteristicas, la idoneidad viene dada por el hecho de que provienen

de células precursoras que desarrollan una serie de procesos de divisién celular. Ademads, otra
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caracteristica tinica de estas células es que, una vez que se ha completado la diferenciacién celular
y se obtiene un eritrocito diferenciado, el nicleo celular es expulsado y los eritrocitos constituyen
el dnico tipo celular de los mamiferos que no posee nicleo. Por lo tanto, si se ha producido un
dafio citogenético en las células madres precursoras y se origina la formacién de micromicleos
como consecuencia del dafio, los micromicleos que permanecen en la células después de la
expulsién del niicleo principal pueden observarse y distinguirse facilmente al realizar un analisis

microscépico de las preparaciones.

El ensayo de micromicleos ha sido ampliamente usado para medir la genotoxicidad, tanto
in vitro como in vivo. La evaluacién de la frecuencia de micronucleos in vivo es un ensayo
primario €n la bateria de estudios de genotoxicidad y es recomendado por las distintas agencias
reguladoras para ser utilizado en la evaluacién de la seguridad de cualquier producto. El ensayo de
micronicleos in vivo es especialmente relevante para estimar el riesgo de genotoxicidad, ya que
permite la consideracion de factores del metabolismo, procesos farmacocinéticos y de reparacion
del DNA. Asimismo, es 1til para ampliar la investigacién sobre efectos mutagénicos que se hayan

detectado en ensayos in vitro.

En los roedores adultos, la médula ésea es un drgano hematopoyético en el que las
células madres forman la base del proceso de eritropoyesis con etapas de proliferacién y
maduracién. Durante la proliferacién las células siguen dividiéndose. Un agente de ensayo
determinado, administrado en este momento, puede actuar causando dafios cromosémicos, como
roturas e intercambios, y puede actuar también sobre macromoléculas implicadas en la
disyuncién de las cromatidas (p. €j., disfuncién en el huso mitético), dependiendo- del mecanismo
de accién. Estas anomalias (un fragmento acéntrico o un cromosoma entero) pueden permanecer
en la célula durante la divisién y no llegar a integrarse en el micleo hijo pero, ocasionalmente,

pueden llegar a formar MN que se observan en el citoplasma.

Durante la maduracién, cuando un eritroblasto se transforma en un eritrocito
policromatico (EPC), el niicleo principal es expulsado y los micromicleos que se hayan formado
pueden permanecer en el citoplasma enucleado. Un incremento en la frecuencia de eritrocitos
policrométicos micronucleados (MNEPC) en los animales tratados indica que se ha producido un
dafio cromosémico (Schmid, 1975; Hayashi et al., 1994; Salamone y Mavournin, 1994; Krishna
y Hayashi, 2000).

Los eritrocitos policromaticos (eritrocitos jovenes) todavia contienen RNA. Son
basofilicos y se tifien de azul claro o gris con Giemsa. Los EPC pierden RNA con el tiempo,

contienen principalmente hemoglobina y se transforman en eritrocitos normocromaticos
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(eritrocitos maduros, glébulos rojos), algo més pequefios que los EPC. Estos son acidofilicos y se
tifien de naranja claro o rosa anaranjado con Giemsa. Estos dos tipos de eritrocitos, tefiidos de
color diferente, pueden observarse en la médula 6sea y los compartimentos sanguineos. Los
microntcleos se visualizan facilmente gracias a que estas células carecen de micleo principal.
Como se ha indicado anteriormente, un aumento en la frecuencia de MNEPC indica que se ha

producido dafio cromosémico.

1.44. ENSAYO IN VITRO DE ELECTROFORESIS EN CELULAS AISLADAS

El dafio en la molécula de DNA puede expresarse de diferentes formas como, por
ejemplo, roturas de cadena doble o de cadena sencilla. Rydberg y Johanson (1978)
cuantificaron el dafio en el DNA en células individuales aplicando una técnica novedosa:
incluyeron linfocitos humanos aislados en agarosa y formaron microgeles sobre portaobjetos.
Después realizaron una lisis bajo condiciones alcalinas suaves, con lo que se produce el
desenrollamiento de las cadenas de la molécula de DNA. Después de su neutralizacién,
tifieron las células con naranja de acridina y cuantificaron la extension del dafio midiendo la
proporciéon de fluorescencia verde (indicativa de DNA de doble cadena) respecto a la

fluorescencia roja (que indica DNA de cadena sencilla).

En 1984 Ostling y Johanson afiadieron un nuevo paso a la técnica anteriormente
desarrollada. Consisti6é en que, después de la lisis celular, se llevaba a cabo una electroforesis
del material nuclear contenido en los microgeles y después de tincién con bromuro de etidio
se observaba que parte del DNA se habia dirigido en direccién al anodo. Ostling y Johanson
sugirieron que la relajaciéon del DNA causada por las roturas de cadena sencilla permitia su
movimiento alejandose del centro-del nuicleo. A pesar de estos cambios, la técnica presentaba
desventajas en cuanto a la correcta cuantificacién del DNA migrado y a la sensibilidad

(Ostling y Johanson, 1984).

En el afio 1988, Singh y colaboradores desarrollaron la técnica de electroforesis en
células aisladas comunmente conocida como ensayo del cometa, utilizando linfocitos
aislados. El procedimiento de Ostling y Johanson fue modificado por la realizacién de la
electroforesis a pH alcalino, que facilita la desnaturalizacién, el desenrollamiento y la
expresion de las roturas de cadena sencilla, y las roturas generadas a partir de los sitios alcali-
labiles. Para la tincion se utilizé bromuro de etidio y se observé mayor extensiéon del DNA

desde el nucleo hacia el dnodo cuanto mayor era el dafio inducido. Con este método se pudo
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detectar dafio en el DNA aplicando dosis bajas de radiacién con rayos X (Singh et al., 1988;
Singh, 2000).

A pesar de las mejoras metodoldgicas en el ensayo del cometa, seguian existiendo
problemas sobre todo en cuanto a la sensibilidad del método. Para mejorarla, Singh y sus
colaboradores fueron introduciendo varias modificaciones como, por ejemplo, emplearon
proteinasa-K después de la lisis celular, afiadieron antioxidantes a la solucién alcalina de la
electroforesis y utilizaron nuevos colorantes fluorescentes. Estos cambios mejoraron la
sensibilidad del método y lograron detectar el dafio inducido en el DNA a dosis tan bajas
como 5 rad de rayos X (Singh et al., 1994).

El principal inconveniente que seguia apareciendo en el método era debido a las
variaciones que se producian en la migracién del DNA entre las diferentes preparaciones de
un mismo experimento, a causa de la acumulacién de sales en el citodo de las fuentes de
electroforesis, 1o cual provocaba una distribucidn desigual de la corriente aplicada. Ademads,
otro inconveniente del ensayo era que, por problemas de artefactos en las preparaciones, se
dificultaba la deteccién del DNA mediante los sistemas de andlisis de imagen que se
utilizaban. Entre 1995 y 1999, Singh y sus colaboradores fueron perfeccionando el método
(Singh et al., 1995; Singh, 1998; Singh et al., 1999).

En la figura 4 se muestra una imagen tipica de las células en un experimento del
ensayo del cometa, pudiéndose observar la regién del micleo con el DNA intacto y la region
correspondiente a la cola, que estd formada por los fragmentos de DNA que han migrado en la

direccion de la corriente aplicada durante la electroforesis.

Las distintas técnicas descritas para detectar roturas en el DNA han sido muy
utilizadas para evaluar los efectos genot6xicos de agentes fisicos y quimicos en diferentes

sistemas celulares.

Las roturas de cadena simple del DNA y los sitios dlcali-labiles son lesiones faciles de
detectar y constituyen las lesiones mds abundantes cuando se induce dafio en el material
genético. Ademas, constituyen lesiones del DNA que pueden ser relevantes para la salud ya
que se han relacionado con procesos de mutagénesis, teratogénesis, envejecimiento y muerte
celular. Muchos agentes fisicos y quimicos producen roturas de simple y doble cadena, dafio
oxidativo y sitios dlcali-labiles, dafios que pueden ser detectados aplicando el ensayo de
electroforesis en células aisladas (Chicca et al., 1996; Ames, 1998; Vogel et al., 1999; Singh,
2000).
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Figura 4: Imagen tipica de las células en un experimento del ensayo del cometa. Registro de datos durante el

andlisis de las preparaciones.

El ensayo del cometa se ha convertido en los ultimos afios en uno de los mds usados
en el campo de la Toxicologia Genética debido a la variedad de aplicaciones que permite. Al
compararlo con otras técnicas para detectar roturas de simple cadena, el ensayo del cometa

presenta mayor sensibilidad, tal como se refleja en la tabla 4 (tomada de Singh, 2000).

Tabla 4: Sensibilidad de diferentes técnicas para detectar roturas de simple cadena en el DNA

Ensayo Limite inferior de deteccién Dosis de
de roturas de simple rayos X
cadena/Daltons de DNA (rad)®

Sedimentacién alcalina 1 rotura/(2-5) x 10° 500

Sedimentacién nuclear 1 rotura/2 x 10° 33

Elucién alcalina 1 rotura/(2-3) x 10° 30

Electroforesis alcalina en gel 1 rotura/3 x 10° 30

Desenrollamiento alcalino 1 rotura/(6-9) x 10° 10

Electroforesis alcalina en microgeles (ensayo del cometa) 1 rotura/2 x 10'° 32

*Dosis minima de radiacién (rayos X) necesaria para producir niveles detectables de dafio en el DNA.

Estas ventajas han hecho que, desde su introduccién como ensayo de genotoxicidad en
el afio 1988, el ensayo de electroforesis en células aisladas en su versidn alcalina (pH >13)

haya sido utilizado por un gran niimero de investigadores y que su utilizacién haya crecido
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exponencialmente. En resumen, las principales ventajas del ensayo del cometa son las

siguientes:
e Sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio en el DNA.
e Aporta informacién del dafio en el DNA en células individuales.

e Ensayo de facil realizacién aplicable, en principio, a cualquier célula que pueda ser

aislada.

e Permite la evaluacion del dafio en el DNA en células que no estdn en proliferacién.
e Rdpido de realizar y con un coste econdmico relativamente bajo.

e Requiere de poca cantidad de sustancia de ensayo para su realizacion.

e Posibilidad de aplicar el ensayo tanto in vitro como in vivo.

Todo ello ha hecho que durante la ltima década este ensayo se haya convertido en
una herramienta muy 1til para investigadores de diversas areas que abarcan desde el estudio
de la cinética de reparacion del DNA hasta la biomonitorizacion de poblaciones humanas

expuestas a contaminantes ambientales.

El ensayo de electroforesis en células aisladas en su versién alcalina (pH >13) puede
detectar no sélo roturas de simple y doble cadena del DNA, sino también dafio oxidativo,
sitios 4alcali-labiles, enlaces cruzados DNA-DNA y DNA-proteinas, asi como roturas de

simple cadena asociadas a sitios de reparacién por escisién incompleta.

A pesar de que en la actualidad ain no se cuente con un protocolo estidndar para la
técnica, cada vez mds es aceptado como integrante de los ensayos de evaluacion mutagénica
por parte de las agencias reguladoras a nivel mundial. Fruto de los estudios de validacion
internacional que se desarrollan para homogeneizar la metodologia y desarrollar las
directrices para el desarrollo del mismo, el ensayo del cometa podria ser, en un futuro muy
proximo, uno de los ensayos recomendados y requeridos dentro de la bateria de pruebas de
genotoxicidad para la evaluacién de los productos quimicos. De hecho, algunas estrategias
recientes para la evaluacion del riesgo genot6xico recomiendan el ensayo del cometa, tanto in
vitro como in vivo, para obtener informacién definitiva sobre el posible riesgo genotdxico de
los productos evaluados, sobre todo en el caso de moléculas de interés farmacéutico o
productos a los cuales el ser humano se encuentra expuesto (Sasaki et al., 1999; COM, 2000;
Singh, 2000; Tice et al, 2000; Dearfield et al., 2002; Lee et al., 2003; Brendler-Schwaab et
al., 2005).
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Considerando todas las razones antes expuestas, nos planteamos incluir y desarrollar el
ensayo de electroforesis en células aisladas en su version alcalina (pH >13) con el fin de
obtener una mayor informacién sobre los posibles efectos genotdxicos de los productos

evaluados en nuestro trabajo de tesis.

1.5. NITROFURANOS

Esta serie de compuestos quimicos es conocida desde hace muchos afios dada su
actividad antimicrobiana que fue puesta de manifiesto por primera vez en los afios 1940
como resultado de pruebas microbiolégicas que se realizaron en los Estados Unidos y
Alemania. Estos primeros indicios de actividad bioldgica motivaron que varias compafiias

farmacéuticas empezaran a producir una gran cantidad y variedad de nitrofuranos.

Dadas sus propiedades, varios nitrofuranos se han introducido en la practica clinica.
Asi, hace alrededor de unos 30 afios, cuatro de estos compuestos estaban disponibles en el
Reino Unido (nitrofurantoina, nitrofurazona, nifuratel y furazolidona). Sin embargo,
actualmente sélo la nitrofurantoina permanece en uso para el tratamiento y prevencién de
infecciones del tracto urinario. Sin embargo, estos y otros nitrofuranos tales como la
nifuroxima, el nifurtoinol, el nitrovin y el nifurtimox son usados en diferentes paises. El
declive en el uso de los nitrofuranos se debe, fundamentalmente, a la falta de interés por los
mismos a causa de la gran cantidad de nuevos compuestos con nuevas propiedades que se han
sintetizando, mds que a problemas debidos a fallos o falta de eficacia en los tratamientos o a
efectos adversos importantes (Hamilton-Miller, 1997; Brumfitt y Hamilton-Miller, 1998;
Guay, 2001; Karlowsky et al., 2002; Polatti et al., 2003; Tan et al., 2003).

Los nitrofuranos antimicrobianos son derivados quimicos del 5-nitro-2-furaldehido,
comunmente llamado furfural, (figura 5). Todos mantienen en su estructura el grupo nitro
(NO,) en posicién 5 del anillo furdnico, lo cual se considera necesario para la actividad
bioldgica. Ademads, un gran nimero de sustituciones pueden ser introducidas sobre el grupo
aldehido de la posicién 2. En funcién de las sustituciones quimicas posibles, se puede generar
un gran mimero de compuestos diferentes, con distinto grado de actividad bioldgica,

farmacocinética y toxicolédgica.
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Figura 5: Estructura quimica del 5-nitro-2-furaldehido (furfural).

Los derivados del 2-furiletileno que han sido evaluados en nuestro trabajo son
derivados obtenidos por sintesis quimica a partir del furfural. Pero la caracteristica quimica
fundamental que los distingue es el hecho de que el grupo nitro no se encuentra como
sustituyente directo en el anillo furdnico. El grupo nitro en todos los derivados estudiados en
esta tesis doctoral se encuentra como sustituyente en el carbono B del doble enlace exociclico

de la cadena etilénica lateral, que se encuentra en posicion dos del anillo furdnico.

Los 5-nitrofuranos cldsicos y los derivados 2-furiletilénicos estudiados son, por tanto,
isdmeros de posicién con respecto al grupo nitro que ambos poseen. La caracteristica quimica
fundamental que los diferencia es la diferente posicién del grupo nitro, lo que implica que
ambos grupos de compuestos presenten diferencias importantes en su comportamiento

quimico, bioldgico y toxicoldgico.

1.5.1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS NITROFURANOS

Los nitrofuranos presentan una gran actividad y un amplio espectro antimicrobiano.
Estos compuestos han mostrado actividad in vifro contra un amplio nimero de
microorganismos, entre ellos podemos citar algunos como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Corynebacterium diphtheriae, Clostridia, Escherichia coli,
Salmonella spp., Shigella spp., Bacteroides spp. y Neisseria spp. La tabla 5 muestra tres de
los nitrofuranos mds ampliamente usados y su actividad frente a diferentes cepas de

microorganismos.

Ademds de los farmacos mostrados en la tabla 5, hay otra serie de nitrofuranos que se
usan en la actualidad y que también poseen actividad bioldgica, a veces superior; sin
embargo, hay que sefialar que la actividad varia para cada grupo dependiendo de la cepa de
microorganismo, de las condiciones donde actian, etc. Se ha visto que algunos
microorganismos, que producen cambios en el pH del medio donde crecen, disminuyen la
efectividad de algunos nitrofuranos, sobre todo de aquellos que basan su actividad en que se
genere una forma ionizada del producto; en otros casos, los cambios de pH no influyen en la

actividad antimicrobiana (Hamilton-Miller, 1997).
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Tabla 5: Actividad de 3 nitrofuranos frente a bacterias patégenas comunes (Minima concentracién inhibitoria:
mg/mL)

Cepas Furazolidona Nitrofurazona Nitrofurantoina
S. aureus 2-8 8-16 4-32
S. pyogenes 4-8 8-64 4-16
E. faecalis 8-32 32-128 4-128
N. gonorhoeae ———- 0,1-8 0,25-2
E. coli <0,5-4 4-16 0,5 -R
Proteus spp. 32-128 8§ —-128 8-R
Klebsiella 2-8 8-128 32-R
Salmonella 0,25-2 4-16 4128
Shigella 0,25-4 4-32 4-128
B. fragilis 816 4-32 816

Nota: R significa resistencia de algunos microorganismos a determinadas concentraciones de los nitrofuranos.

A pesar de que existe un gran numero de compuestos con actividad antimicrobiana
pertenecientes a diversos grupos de antibidticos: B-lactdmicos, ciclosporinas, quinolonas,
nitroimidazoles, etc, de los cuales se siguen sintetizando y desarrollando nuevos derivados,
en la actualidad se continian utilizando los antibacterianos del grupo de los 5-nitrofuranos,
preferentemente en el tratamiento de infecciones urinarias (Guay, 2001; Pires et al, 2001;
Karlowsky et al., 2002; Tan et al., 2003). Los procesos infecciosos constituyen un elevado
porcentaje de las visitas médicas y entre las mds comunes estdn las infecciones urinarias. Se
calcula a escala mundial que se producen alrededor de unas 150 millones de infecciones
urinarias anualmente (Karlowsky et al, 2002; Tan et al, 2003). Los datos publicados nos
permiten asegurar que anualmente se prescriben en todo el mundo una gran cantidad de
tratamientos con productos antibacterianos, lo cual ha tenido como una de sus principales
consecuencias negativas el desarrollo y .el incremento de la resistencia de los

microorganismos a los productos antibacterianos.

En el caso de las infecciones del tracto urinario, entre un 75% y un 90% de las veces
son debidas a E. coli, y el resto a otras especies de microorganismos. En estudios de vigilancia
microbioldgica llevados a cabo en varios paises se ha observado que, frente a los tratamientos
comunes para las infecciones del tracto urinario y en su profilaxis, cada vez es mas frecuente
encontrar cepas bacterianas resistentes. Por este motivo, hay un creciente esfuerzo para lograr
tratamientos mas eficaces y se proponen cambios en la indicacién de tratamientos primarios
alternativos a los que se han venido utilizando hasta ahora (Zhanel et al., 2000; Sahm et al,
2001; Karlowsky et al., 2002).
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Un hecho interesante a sefialar en el tratamiento de estas infecciones urinarias es el uso de un
antibiético del grupo de los nitrofuranos, concretamente la nitrofurantoina. Este producto se
ha usado desde hace mas de 40 afios en muchos paises y en la actualidad se continua
erﬁpleando y tanto la eficacia, la tolerabilidad del tratamiento y la baja resistencia de los
microorganismos frente al compuesto son evidentes. Asf pues, la nitrofurantoina y este grupo
de antibacterianos se comportan de un modo inusual con relacién a la aparicién de resistencia
microbiana y se consideran quizé Unicos en relacién a este aspecto (Brumfitt y Hamilton-
Miller, 1998; Guay, 2001; Karlowsky et al, 2002). En las tablas que se muestran a
continuacién, que han sido extraidas de publicaciones recientes, se puede observar de manera
evidente todo lo expuesto sobre la eficacia de la nitrofurantoina y la poca resistencia

bacteriana frente a la misma, que es el nitrofurano més usado en distintos paises.

Tabla 6: Sensitivity to various antibiotics of infecting organisms isolated at Royal Free Hospital Clinic, United
Kindong, 1985-1992

Percent resistant isolates

Species (n) ampicillin cefaclor sulphamethoxazole nitrofurantoin  trimethoprim
E. coli (527) 41 6 44 4 24
Enterococci (85) 0 100 100 1 11
K. pneumoniae (69) 100 9 26 1 23
P. mirabilis (35) 3 11 33 100 1
S. epidermidis (15) 6 3 10 0 30
Total (731) 39 18 48 8 22

(Brumfitt and Hamilton-Miller, 1998).

Dentro del grupo de compuestos 2-furiletilénicos que nosotros hemos venido
estudiando, y que presentan similitud en la estructura quimica con los nitrofuranos clasicos,
existen varios derivados que poseen una actividad antibacteriana y antifingica muy potente
(Blondeau et al., 1999, Estrada y Molina, 2001; Ferndndez-Torres et al, 2001, Diaz et al.,
2004; Marrero-Ponce et al., 2004, 2005). En estudios in vitro con algunos de estos derivados
se ha comprobado que, ademds de la eficacia .frente a diversos microorganismos, también se
observa que algunas cepas de bacterias patogenas, tanto cepas de referencia como cepas de
aislamiento clinico, no son capaces de desarrollar resistencia (Medina et al, 2000). Un
ejemplo de ello lo constituye el derivado G-1, cuya eficacia frente a diversos
microorganismos se refleja en las siguientes tablas extraidas de una publicacion reciente
(Blondeau et al., 1999).
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Tabla 7: Antimicrobial susceptibilities of E. coli urinary isolates from female outpatients in the United States
from 1995 to 2001

% of isolates

Antimicrobial and year®

Susceptible Intermediate Resistant
Ampicillin
1995 63.1 0.5 36.4
1996 62.5 0.6 36.9
1997 63.2 0.8 36.0
1998 62.3 0.7 37.0
1999 61.8 0.8 374
2000 62.7 0.6 36.7
2001 62.1 0.9 37.0
Ciprofloxacin
1995 99.2 0.1 0.7
1996 99.3 0 0.7
1997 99.1 0 0.9
1998 98.8 0 1.2
1999 98.3 0 1.7
2000 97.8 0 22
2001 97.4 0.1 2.5
Nitrofurantoin
1995 99.1 0.5 04
1996 98.8 0.5 0.8
1997 98.9 0.5 0.6
1998 98.8 0.6 0.6
1999 98.7 0.7 0.6
2000 98.7 0.7 0.6
2001 98.3 1.0 0.7
Trimethoprim-Sulfamethoxazole
1995 852 0 14.8
1996 83.7 0 16.3
1997 84.0 0 16.0
1998 83.0 0 17.0
1999 83.1 0.1 16.8
2000 834 0.1 16.5
2001 83.8 0.1 16.1

“ 1,653 isolates were tested in 1995; 10,937 isolates were tested in 1996; 22,748 isolates were tested in 1997;
45,509 isolates were tested in 1998; 64,815 isolates were tested in 1999; 82,460 isolates were tested in 2000;
58,065 isolates were tested in 2001 (Karlowsky er al., 2002).
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Table 8:

In vitro activity of G1 against 1609 Gram-negative and 879 Gram-positive
microorganisms

Microorganism n MIC (mg/])

MICso MICQO Range

Gram-negatibe

Escherichia coli 222 16 16 4-32
Klebsiella pneumoniae 73 16 32 8-32
Moraxella catarrhalis 87 1 2 0.5-4
Proteus mirabilis 46 4 16 4-16
Pseudomonas aeruginosa 1084 2 4 0.5-16
Serratia marcescens 21 16 32 4-32
Xanthomonas maltophilia 7 8 8 8
Other 69 16 32 <0.5-32
Gram-positi6e
Listeria 1 32 32 32
Enterococcus sp. 68 16 16 2-32
Staphylococcus aureus 198 8 16 4-32
Staphylococci coag-neg. 51 16 32 4-32
Streptococcus pneumoniae 307 32 32 864
Streptococcus pyogenes 241 4 4 0.25-16
Other Streptococci 13 4 8 4-8
Table 9:
In vitro activity of G1 against 30 anaerobic microorganisms®
Microorganism n MIC (mg/ml)

MIC50 MIC90 Range
B. fragilis 6 1 2 0.5-16
P. acnes 12 1 4 1-4
Propionibacterium sp. 31 1 0.5-1
C. perfringens 2 05 2 0.5-1
Total 23

® Other single strains [7]: B. 6ulgatus, 0.5; B. ureolyticus.8; P.
magnus, 0.5; P. multocida,l; Peptostreptococcus sp., 4; pigmented
Bacteroides, 1; Acinetobacillus sp., 16.

34



INTRODUCCION

Table 10:
In vitro activity of G1 against 154 yeast isolates and 30 dermatophyte
microorganisms®
Microorganisrn n MIC (mgll)

MICso MICqo Range
Yeast
C. albicans 138 2 2 1-4
Non-albicans yeasts 16 2 2 24
Dermatophytes
Trichophyton rubrum 14 4 4 1-4
Trichophyton mentagrophytes 14 2 4 1—4

# MIC of single isolates Microsporon canis, 2; and Epidermophyton
floccosum, 0.5.

Table 11:
In vitro activity of G1 against selected species (from Cuba) (see text
for explanation of MICsgs0)*

Microorganism n MIC (mg/t)

MICs MICy

Gram-negati6e

Enterobacter sp. 33 54 18.0
E. coli 44 7.4 15.0
Klebsiella sp. 76 11.5 21.5
Pseudomonas aeruginosa 492 8.2 15.8
Gram-positi6e

Staphylococcus aureus 48 52 12.0
Yeast

C. albicans 31 1.2 2.9
Dermatophytes

Aspergillus sp. 11 16.2 483
Microsporum canis 8 7.9 20.8
Trichophyton rubrum 14 13.8 40.6
Filamentous fungi

Epidermophyton floccosum 1 - -
Fusarium sp. 2 - -
Microsporum gypseum 1 - -
Trichophyton rubrum 3 17.7 40.6

? Other strains tested in Cuba gave the following MIC50 values:
Pasteurella haemolytica (15) 3.7; Pasteurella multicida (16) 3.6; Serra-
tia (15) 10.2; Listeria monocytogenes (2) 3.1; Corynebacterium sp. (13);
Candida parapsilosis (5) 1.8; and C. tropicalis (2) 0.8 mg/ml.

Todo lo anteriormente planteado, junto con los resultados de nuestros estudios que
indican que los compuestos 2-furiletilénicos son productos con menor actividad genotéxica,
hace que constituyan un grupo de nuevos productos quimicos con un gran potencial de

aplicacién en medicina humana.
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1.5.2. MECANISMO DE ACCION DE LOS NITROFURANOS

El mecanismo de accién de los nitrofuranos es complejo y no estd completamente
aclarado, a pesar de que varios nitrofuranos se vienen usado desde hace varias décadas en
diferentes paises (Bandow et al., 2003). Los nitrofuranos son convertidos, dentro de la célula
bacteriana y por enzimas nitroreductasas, en intermediarios altamente reactivos, algunos de
los cuales tienen una vida muy corta. Ademds, en su metabolizacién se generan radicales

superoxido.

La figura 6 muestra el proceso general de nitroreduccién descrito anteriormente.

(07
Superdxido 0,

2e 2e

- e
R-NO, —=—» R.NO, "~ RNO— > R-NHOH ——» R-NH,
Radical Nitroso Hidroxilamino Amino
libre
nitroanién

Figura 6: Esquema general de la reduccién de los nitrofuranos, produciendo intermediarios biolégicamente
activos.

Por lo tanto, el proceso de nitroreduccién parece ser el mecanismo fundamental por el
cual estos compuestos llevan a cabo su actividad; asi, el grupo nitro es reducido hasta un
grupo amino, produciéndose durante este proceso diferentes intermediarios con actividad
bioldgica que tienen accién antibacteriana. Las vias por las cuales estos intermediarios llevan
a cabo la inhibicién del crecimiento bacteriano y la actividad antibacteriana no han sido
completamente esclarecidas, habiéndose propuesto diferentes mecanismos de accién. Incluso
parece ser que los nitrofuranos sin reducir también pueden ejercer una actividad
antimicrobiana significativa. Sus productos de reduccién se unen de forma inespecifica a las
proteinas de los ribosomas de las bacterias, deteniendo el proceso de sintesis proteica. A
concentraciones cercanas a la minima concentracién inhibitoria, la nitrofurantoina, por
ejemplo, puede interrumpir las interacciones codén-anticodén y asi interrumpir la traduccién
del mRNA (McOsker y Fitzpatrick, 1994; Hamilton-Miller, 1997; Guay, 2001; Sisson et al.,
2002).

Investigaciones recientes han demostrado que diferentes enzimas nitroreductasas
intervienen en el proceso metabélico de nitroreduccién de los nitrofuranos. Las tres enzimas

fundamentales que intervienen son: la piruvato 6xidoreductasa (POR) y dos nitroreductasas
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insensibles al oxigeno denominadas RdxA y FrxA. De estas dos, la enzima FrxA es la que

presenta una mayor actividad y afinidad por los nitrofuranos como sustrato de reaccion.

Estas y otras nitroreductasas estdn presentes en diversos microorganismos,
constituyendo uno de los motivos por lo que los nitrofuranos son activos contra diversas
especies de microorganismos. Resulta un hecho destacable que en varios microorganismos la
enzima POR sea una enzima esencial que interviene en multiples procesos bioenergéticos.
Aunque algunos microorganismos sufren mutaciones como parte del proceso para crear
resistencia, se ha demostrado en cepas resistententes a diversos firmacos que algunas
nitroreductasas disminuyen o anulan totalmente su actividad, pero se mantiene la actividad de
la enzima POR al ser una enzima fundamental. Esta podria ser una de las explicaciones a la
baja resistencia desarrollada frente a los nitrofuranos. Este hecho se ha comprobado en cepas
resistentes a otros nitrocompuestos, como es el caso del metronidazol, donde mutantes nulos
para los genes que codifican las enzimas RdxA y FrxA y que son resistentes al metronidazol,
son susceptibles a los nitrofuranos porque mantienen una considerable actividad

nitroreductasa por medio de la enzima POR (Sisson et al., 2002).

Otro estudio reciente ha demostrado, a través de técnicas basadas en la protedmica y la
expresién de proteinas para determinar el mecanismo de accion de diversos antibibticos, un
aspecto novedoso e interesante del mecanismo de accion de los nitrofuranos, en especial de la
nitrofurantoina. Incluso se plantea que puede ser el mecanismo de accién principal para
inhibir la sintesis de proteinas y por el cual ejercen su accién antimicrobiana. Se demostré que
la nitrofurantoina induce un perfil de expresion de proteinas muy similar a otro antibidtico
que produce daiio oxidativo. La nitrofurantoina induce la formacién de enlaces disulfidicos
(S-S) en los centros cataliticos de varias enzimas y provoca cambios conformacionales y
estructurales en estos centros afectando asi a diversos procesos metabdlicos y produciendo la
inhibicidn total de la sintesis proteica y la inhibicidn de varias enzimas que intervienen en
procesos fundamentales como son la sintesis de DNA, RNA y el metabolismo de
carbohidratos. Este nuevo mecanismo de accién a través de la formacidon de enlaces
disulfidicos (S-S) ha sido propuesto como el principal mecanismo de accién por el que
ejercen su actividad los nitrofuranos y explica porque hay tan poco desarrollo de resistencia
en los microorganismos y porque los nitrofuranos logran su actividad a través de la inhibicién

de multiples procesos metabdlicos en distintos microorganismos (Bandow et al., 2003).

Entre los procesos a través de los cuales los nitrofuranos ejercen su accidn

antimicrobiana, se encuentran:
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= Inhibicidn de la sintesis de enzimas inducibles que intervienen en la sintesis de DNA y
de RNA.

= Inhibicién de la formacion de la acetil coenzima A (CoA) y de procesos

bioenergéticos.

= Inhibicién de enzimas relacionadas con la glicdlisis y el ciclo del acido citrico y de

enzimas que participan en el metabolismo de los carbohidratos.
= Daifio en el DNA.

= Induccién de enlaces disulfidicos (S-S) y cambios estructurales en el centro catalitico

de diversas enzimas.

Por todo lo anteriormente planteado acerca de los mecanismos de accién de los
nitrofuranos y la baja resistencia desarrollada por los microorganismos frente a estos
compuestos, resulta muy interesante el desarrollo de nuevas moléculas que presenten estas
ventajas y que, a su vez, sean mas seguras y menos genotoxicas que los nitrofuranos. De ahi
la importancia de la evaluacién de la genotoxicidad de los derivados 2-furiletilénicos objeto

de estudio, los cuales pueden llevar a un futuro desarrollo de farmacos mas eficaces y seguros.

1.53. RELACION ESTRUCTURA QUIMICA-ACTIVIDAD MUTAGENICA EN
DERIVADOS 2-FURILETILENICOS. PAPEL DEL GRUPO NITRO

Varios derivados S-nitrofuranos 2-sustituidos son considerados como potentes agentes
mutagénicos y carcinogénicos (McCalla, 1983). En todos estos casos se ha asumido que la
presencia del nicleo estructural S-nitrofurano es responsable de las actividades mutagénicas y
carcinogénicas de estos compuestos. Entre ellos cabe citar los compuestos pertenecientes al
grupo de los 5-nitro-2-furiletilenos, que son el grupo de compuestos con mayor actividad

mutagénica (Sturdik et al., 1985).

Debido a esta actividad mutagénica, estos derivados vieron limitado su uso a pesar de
que muchos mostraban una actividad antimicrobiana importante. El hecho de que el grupo
nitro (NO;), responsable de la actividad antimicrobiana, fuera también el responsable

principal de sus propiedades mutagénicas, hizo que se perdiera el interés por los mismos.

Estudios posteriores sobre el mecanismo de accién antimicrobiana de los 2-
furiletilenos indicaron que estos compuestos pueden actuar como agentes electrofilicos en un

sistema biolégico (Sturdik et al., 1983; Rosenberg et al.,, 1987) y que el grupo tiol de varias
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enzimas presentes en los microorganismos atacan el atomo de carbono (carbono-0) del doble
enlace exociclico a través de una reaccién de adicion nucleofilica. Este hallazgo abri6é una
nueva oportunidad para estos compuestos, ya que evidenciaba que el grupo nitro unido al
anillo furdnico, caracteristica principal de los derivados descritos como agentes
antimicrobianos, no era una condicién exclusivamente necesaria para la actividad
antimicrobiana de esta clase de compuestos, lo que abri6 las puertas a nuevos procesos de
sintesis para obtener nuevos candidatos con posibilidades de convertirse en farmacos de uso

clinico y en medicina veterinaria.

Hay varios trabajos que muestran que, dentro de los compuestos 2-furiletilenos, sélo
aquellos que presentan el grupo nitro como sustituyente en posicion 5 del anillo furdnico son
mutagénicos. Ademas, se ha descrito que los compuestos con el grupo nitro como sustituyente
en el doble enlace exociclico no presentan actividad mutagénica in vitro y que,
probablemente, el grupo vinilo no es responsable de las actividades mutagénicas en estos
compuestos. A pesar de la importancia que tienen los grupos electrofilicos en los procesos
toxicoldgicos, y a pesar de que algunos vinil compuestos presentan actividad toxicoldgica
importante, se ha identificado que la actividad mutagénica de los 2-furiletilenos estd
relacionada con el grupo nitro y no con el doble enlace electrofilico de su estructura

(McCalla, 1983; Sturdik et al., 1985)

Sturdik y colaboradores, en los afios 1985 y 1986, estudiaron un gran numero de
derivados del 2-furiletileno, con vistas a relacionar su estructura quimica y la actividad
mutagénica. Los planteamientos tedricos los corroboraron en ensayos de mutagenicidad en
bacterias, a través de la induccién del sistema SOS en E. coli y de induccién de mutacién
génica en cepas de S. typhimurium. El primer grupo de derivados estudiados incluyd

alquilésteres, el segundo N-alquilamidas sustituidas y el tercero fue mas heterogéneo.

Hay que hacer notar que en el primer y segundo grupo se mantiene constante el grupo
nitro (NO,) como sustituyente en la posicién 5 del anillo furénico, mientras que en el tercer
grupo varian los sustituyentes tanto en el anillo furdnico como en el doble enlace exociclico.
Los primeros dos grupos mantienen constante la reactividad quimica del anillo 5-nitrofurano
y varian sélo sus caracteristicas lipofilicas y el grado de estericidad por los sustituyentes
alquilicos; sin embargo, los representantes del tercer grupo varian tanto en las caracteristicas

lipofilicas y en la estericidad, como en la reactividad quimica.
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Todos los representantes del primer grupo resultaron ser mutagénicos en bacterias,
disminuyendo la mutagenicidad en el siguiente orden: (metil > etil > propil >
isopropilésteres), lo que indica que la mutagenicidad disminuye con el incremento de la
cadena alquilica sustituyente, debido quizas al impedimento estérico que inhibe o dificulta la
accién de las nitroreductasas. Aunque algunos derivados con sustituyentes alquilicos

ramificados no cumplen del todo esta caracteristica.

Resultados similares a los obtenidos para los ésteres se observan para las amidas
alquilsustituidas. Sin embargo, al comparar los dos grupos, se concluye que los ésteres son
més mutagénicos que las amidas alquilsustituidas, para aquellos casos con caracteristicas

lipofilicas similares.

El tercer grupo evidencid lo antes indicado, ya que sélo los compuestos con el grupo
nitro unido al anillo furdnico en posicién 5 eran mutagénicos en bacterias. Asi, la sustitucién
de este grupo lleva a una pérdida de la mutagenicidad y, ademds, el grupo vinilo parece no ser

el responsable de la actividad mutagénica.

En este grupo de compuestos, la mutagenicidad aumenta con la capacidad de aceptar
electrones de los sustituyentes en el doble enlace exociclico, 1o que estd en correspondencia

con la reactividad de los productos de reduccién que se forman (Sturdik et al., 1985).

1.54. CARACTERISTICAS ELECTRONICAS DEL GRUPO NITRO (NO;)

La carga electrénica de los diferentes d4tomos de una molécula constituye una de las
caracteristicas electrénicas mds importantes para explicar su comportamiento quimico y
biolégico. Esto se cumple para el grupo nitro (NO) en posicién 5 del anillo furdnico (5-NO,)
y para el grupo nitro en posicién B del doble.enlace exociclico (3-NO), los cuales podrian
tener diferentes caracteristicas electrénicas que influyan en la actividad bioldgica y

mutagénica de los derivados furiletilénicos.

El estudio de una serie de derivados 2-furiletilénicos muestra un anélisis de relacién
estructura-actividad muy interesante. Asi, el valor promedio de la carga del grupo nitro para
los compuestos estudiados result6 ser (- 0.0447) y (- 0.1248) para los grupos 5-NO, y B-NOa,
respectivamente. Puede observarse que el grupo 5-NO, tiene menor carga electrénica negativa
que el grupo B-NO,, y que la carga total del grupo B-NO, es cuatro veces mds negativa que la

del 5-NO, . Este es un hallazgo importante que presupone diferencias significativas en la
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reactividad quimica de este grupo nitro en las diferentes posiciones de estos derivados

(Estrada, 1998).

Asi, podemos considerar como un aspecto interesante la facilidad de reduccién de este
grupo nitro en un medio biolégico, lo cual se atribuye que sea la caracteristica fundamental
que determina la mutagenicidad y la toxicidad de estos compuestos. El primer paso en el
mecanismo de reduccién del grupo nitro es la captura de un electrén por parte de este grupo,
produciendo después iones radicales. Es evidente que la capacidad de capturar un electrén por
el grupo nitro depende de su carga electrénica neta; mientras menos negativa sea la carga
sobre el grupo nitro, mayor seréd la capacidad de capturar un electrén del medio. Sobre esta
base, y de acuerdo con los datos antes expuestos, resulta que la capacidad del grupo 5-NO,
para reducirse en un medio bioldgico es significativamente mayor que para el grupo -NO,;
por lo tanto, estos derivados 2-furiletilénicos tendran diferente comportamiento toxicolégico

y, muy especialmente, podrian diferir en su potencial genotéxico (Estrada, 1998).

En el caso de estos compuestos 2-furiletilénicos estudiados también hay otros
parametros moleculares importantes, como son la suma de las cargas electrénicas sobre los 7
atomos que componen el esqueleto de los 2-furiletilenos, la energia del orbital molecular mas
bajo desocupado y la energia del orbital molecular mds alto ocupado. Todas estas
caracteristicas serdn diferentes para cada uno de los derivados, dependiendo de su estructura

quimica, y estos rasgos indiscutiblemente tendran influencia en su potencial mutagénico.

1.5.5. METABOLISMO

El metabolismo es un proceso esencial que influye sobre el comportamiento de la gran
mayoria de agentes quimicos a los cuales se exponen los organismos vivos. Los procesos
metabdlicos, de forma general pueden, a través de las enzimas que participan en las diversas
etapas, activar o desactivar los compuestos iniciales produciendo especies quimicas activas o

inactivas.

En los procesos toxicoldgicos, y en particular en los procesos de mutagénesis, el papel
que tiene el proceso metabdlico es esencial. Son muchos los casos en los que el metabolismo
influye de modo distinto sobre la genotoxicidad de diversos compuestos dado que, en unos
casos, el proceso metabdlico activa promutdgenos hacia especies més reactivas, capaces de
reaccionar con €l DNA o estructuras afines y provocar mutaciones como, por ejemplo, en el

caso del benzo-a-pireno; mientras que, por otra parte, hay compuestos que al ser objeto de las
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reacciones metabdlicas se convierten en especies inocuas e incapaces de provocar dafio a las
células. Es por esto, por lo que el metabolismo puede considerarse como un factor

determinante en la toxicidad de diversos compuestos quimicos.

El metabolismo ha ido evolucionando, al igual que las especies, muchas veces
condicionado por los compuestos a los que las diversas especies de organismos se han ido
enfrentando durante el proceso de evolucion. Asi, podemos encontrar diferentes mecanismos
de metabolizacién para las miles de sustancias quimicas que se producen naturalmente y para
las que se producen de forma sintética. Por lo tanto, hay una gran diversidad de enzimas que
participan en el metabolismo y se presentan diferencias, entre otros aspectos, en la funcién,
en el ritmo de actividad y en el modo de actuacion. Asi, por ejemplo, hay diferencias entre las

bacterias y los mamiferos, en el ritmo de actividad de las nitroreductasas.

Incluso entre organismos de la misma especie hay diferencias y también entre los
distintos 6rganos de los organismos se encuentran importantes diferencias en las tasas de

metabolismo.

Por regla general, las reacciones metabdlicas comprenden reacciones de oxidacién,
reduccidn, epoxidacién, desaminacién, hidroxilacién y conjugacién con compuestos
endbgenos, etc. El proceso general del metabolismo se ha dividido en dos etapas,

determinadas por las reacciones que ocurren en cada una de ellas.

e Reacciones de fase I: Que resultan en una funcionalizacién de los sustratos que entran

en el metabolismo, afiadiendo, eliminando o transformando un determinado grupo

funcional, el cual serd necesario para las posteriores reacciones que ocurran.

e Reacciones de fase II: Son reacciones biosintéticas, las cuales se producen sobre los

productos de las reacciones de fase I. Fundamentalmente son reacciones de

conjugacioén.

Normalmente estos dos tipos de reacciones son procesos coordinados en los
organismos. El producto de una reaccién se convierte en sustrato de la siguiente y asi
sucesivamente. En las células y organismos el proceso de metabolizacion de los compuestos
quimicos mds comun persigue la conversién de compuestos hidrofébicos en compuestos mas

polares y més féciles de excretar.

El metabolismo es pues un proceso complejo donde las enzimas que protegen a un
determinado organismo de la toxicidad de ciertos compuestos son responsables de los efectos

toxicos de otros compuestos (Donald de Bethizy y Hayes, 1994).
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1.5.6. METABOLISMO DE LOS DERIVADOS NITROFURANOS

A pesar de que los nitrofuranos se han catalogado como agentes de accién directa, que
por si solos pueden interactuar con el DNA, se asume que la reduccién del grupo nitro (NO3)
es una de las vias principales por la que estos compuestos ejercen su actividad biologica y

mutagénica.

El metabolismo de estos compuestos comienza con una reduccién del grupo nitro,
generdndose asi la produccién de diversos metabolitos intermediarios responsables de sus
acciones biolégicas y téxicas, como ya hemos explicado. Dentro de los intermediarios que se
producen, y desde el punto de vista toxicoldgico y mutagénico, hay que destacar en especial la
produccién de especies de nitroanién (R-NO;" 7) y de superdxido (O,"), ya que estas especies
tienen una alta capacidad reactiva para interaccionar con las proteinas tisulares y con el DNA
y producir dafio genético. Se piensa que estas son las especies activas causantes y
responsables de las propiedades mutagénicas y carcinogénicas atribuidas a varios

nitrofuranos, especialmente los derivados 5-nitrofuranos.
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La figura 7 muestra el proceso metabdlico general que pueden experimentar los derivados 5-

nitrofuranos.
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Figura 7: Metabolismo de los 5-nitrofuranos.

II) 5-nitro-2-furaldehido (producto de la hidrdlisis
de 1, el proceso ocurre en mamiferos, no se ha
comprobado en cultivos celulares ni en
microorganismos); IIT) dcido 5-nitro-2-furoico; IV)
conjugado de glicina del producto II; V) 5-
nitrosofurano; VI) 5-hidroxilaminofurano (los
productos V y VI no han sido nunca ni aislados ni
sintetizados, pero se infieren como intermediarios en
la conversién de nitrofuranos en aminofuranos);
VII) 5-aminofurano; VIIa) 5-acetilaminofurano;
VIII) nitrilo de cadena abierta isémero del 5-
aminofurano; Xa y Xb) mezcla en equilibrio del 4-
hidroxi-5-nitrofurano y su forma aci-nitro; XI) anién
nitroradical formado por la adicién de un electrén a
los 5-nitrofuranos; X1II) i6n superdéxido.
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2. OBJETIVOS

Visto el interés de la aplicacién de las metodologias descritas y de la investigacion de
los efectos genotoxicos de los derivados 2-furiletilénicos seleccionados, los objetivos

principales planteados en este trabajo de Tesis Doctoral son los siguientes:

1. Evaluar el potencial genotoxico de los derivados 2-furiletilénicos (G-0, 2-ANF y G-1)

mediante ensayos in vitro e in vivo.

2. Aportar nuevos datos sobre la genotoxicidad en células eucariotas de esta serie de
derivados del 2-furiletileno y corroborar nuestros resultados con los obtenidos en el

andlisis estructura-actividad en estos derivados.

3. Determinar la influencia del metabolismo sobre la genotoxicidad de estos derivados

2-furiletilénicos.

4. Comparacion del potencial genotoxico de los derivados 2-furiletilénicos estudiados

con compuestos 5-nitrofuranos cldsicos.
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Abstract

The compound 2-furyl-1-nitroethene (G-0) was evaluated for genotoxicity in cultured human peripheral blood lymphocytes,
atconcentrations ranging from 1 to 15 pg/ml. Micronuclei (MN) and sisterchromatid exchanges (SCEs) were scored as genetic
endpoints. In order to detect the role of metabolic enzymes on the genotoxicity of this furylethylenic derivative, the cultures
for MN and SCE demonstrations were also treated with S9 microsomal fraction. The results indicate that, under the conditions
of the study, the test agent does not seem to induce significant increases in the frequency of micronucleated cells, irrespective
of the presence of metabolic activation. Nevertheless, a slight increase in the SCE frequency was observed in those cultures
treated without the §9 mix; although this increase disappeared in presence of the microsomal fraction. In addition, cytostatic
effects of 2-furyl-1-nitroethene were observed mainly in cultures without S9 fraction, as indicated by the reduction of cell
proliferation. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Nitrofurans; 2-Furyt-1-nitrocthene; Hifnan lymphocytes; Micronuclei; Sister-chromatid exchanges

1. Introduction In spite of the known genotoxic properties of differ-
ent components of this group of chemicals, at present
Among the 2-substituted 5-nitrofurans, many com- several nitrofurans are still in use, i.e. nitrofurantoin,
pounds have been widely used in human and veteri- nifurtimox, nifuratel, and nifuroxime {6]. In addition,
nary medicine as bacteriostatic drugs, as well as in the current literature includes many papers and patents
food preservatives and food additives [1-3]. The geno- covering the synthesis and/or uses of new nitrofuran
toxicity in bacteria and mammalian cells and the tu- derivatives {4,6]. It must be pointed out that the vari-
morigenic capacity in experimental animals have been ety of substitutions that can be introduced to the fu-
well documented for several of these compounds [4,5]. ran ring structure can lead to a great diversity of new
Although nitroreduction has been proposed as an im- derivatives [7].
portant metabolic activation pathway, many aspects on The furanic derivative 2-furyl-1-nitroethene (G-0)
the action of the genotoxic mechanisms of 5-nitrofuran belongs to a series of furylethylenic derivatives where
derivatives still remain unclear [2]. the nitro group is not attached to the furan ring, since
this group is in the exocyclic double bond present in
mndmg author, Tel.: +34-93-5812052: the ethylenic chain. This compound itself has shown
fax: +34-93-5812387. biological activity and, on the other hand, it consti-
E-mail address: ricard.marcos@uab.es (R. Marcos). tutes a parent compound for the synthesis of a series

1383-5718/01/$ - see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
PII: S1383-5718(01)00262-5
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of structurally modified furylethylenic compounds
with interesting biological properties. Thus, to evalu-
ate the genotoxic potential associated with the nitro
group attachment, experiments in cultured human
lymphocytes have been carried out by using micronu-
clei (MN) and sister-chromatid exchanges (SCEs) as
genetic endpoints.

2. Materials and methods
2.1. Donors and collection of blood samples

The study was carried out using blood samples from
three healthy, non-smoking males, aged between 28
and 32 years old. Approximately 20 ml of blood was
collected, by venipuncture, into syringes containing
sodium heparin as anticoagulant. Blood was taken the
same day of the initiation of the experiment between
9.00 and 9.30 a.m. to minimize possible confounding
effects of dietary factors.

2.2. Test chemicals

The test chemical 2-furyl-l-nitroethene (G-0)
(Fig. 1) used in the study was synthesized at the Centro
de Bioactivos Quimicos (CBQ, Villa Clara, Cuba). Pu-
rity (96.58%) was established by high-pressure liquid
chromatography (HPLC) analysis. The same range of
concentrations of the test agent (1, 5, 10 and 15 pg/ml)
was used for both the MN and SCE assays, with and
without metabolic activation. The range was chosen
by taking into account the survival and the general cy-
totoxicity found in this and in a previous dose-range
study. The test agent was dissolved in dimethy!l sulfox-
ide (DMSO, CAS No. 67-68-5, Panreac, Barcelona,

Spain) at a final volume in culture of 1% of the total, -

which was also tested as solvent control.
In the cultures without metabolic activation, the pos-
itive control for testing MN was mitomycin C (MMC,

o)

\ / CH =CH
|
NO,

Fig. 1. Structure of 2-furyl-1-nitroethene (G-0).
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CAS No. 50-07-7, Sigma, St. Louis, MO, USA), at
0.067 and 0.67 pg/ml for treatments lasting 48 and 3 h,
respectively. For cultures with metabolic activation,
cyclophosphamide (CP, CAS No. 6055-19-2, Sigma),
at 28 ug/ml was used. For SCE in cultures without
metabolic activation, MMC at 0.033 and 0.17 j1g/ml
was used for treatment at 48 and 3h, respectively,
whilst in cultures with metabolic activation 1.4 pg/ml
CP was used.

2.3. Metabolic activation

S9 from (CRIFFA, Barcelona, Spain) was used as
metabolic activation system. The S9 mix freshly pre-
pared, consisted of 1 ml of S§9, 0.33m! of 1M KCl,
0.32ml of 0.25M MgCly-6H20, 0.25ml of 0.2M
glucose-6-phosphate, 1 ml of 0.04 M NADP, 2.10ml
of distilled water and 5ml of phosphate buffer (pH
7.4).

2.4. Lymphocyte cultures: MN and SCE assays

Two blood cultures were established for each ge-
netic endpoint and concentration. A whole blood
sample (0.5 ml) was added to 4.5 ml culture medium
composed of 3.69ml (82%) RPMI 1640 medium
supplemented with 0.675ml (15%) heat-inactivated
foetal calf serum, 0.045ml (1%) phytohaemagglu-
tinin (PHA), 0.045 ml (1%) L-glutamine and 0.045 ml
(1%) antibiotics (5000 IU penicillin and 5000 p.g/ml
streptomycin). All compounds were obtained from
Gibco (Barcelona, Spain).

The cytokinesis-block micronucleus (CBMN) assay
was carried out using the standard technique proposed
by Fenech [8]. Briefly, 24 h after culture initiation the
cells were exposed to 0.05 ml of the different concen-
trations of the test agent; 44 h after de initiation of
cultures the cells were treated with 10 pl of cytocha-
lasin B (6 wg/ml) (Sigma). The cultures were kept for
the entire incubation period of 72h at 37°C in a 5%
CO, atmosphere. After this time the harvest of cultures
was carried out. Cells were centrifuged at 800 rpm for
8 min, then the supemnatant was eliminated and the
cells were treated with 5 ml of KCI hypotonic solution
(0.075M) at room temperature and another centrifu-
gation was made. The hypotonized cells were fixed by
at least three washes with a 3:1 methanol/acetic acid
solution.



ARTICULOS

J.I. Gonzdlez Borroto et al./Mutation Research 497 (2001) 177-184

Finally the cells were centrifuged, the supernatant
was eliminated and the pellet was resuspended, then
two drops of 20 pl were placed on clean glass slides.
After drying ovemight, the cells were stained with
Giemsa solution for 10 min.

For SCE demonstration, the cultures were estab-
lished in the same manner as above. 5-Bromo-2'-
deoxyuridine (BrdU) (Kodak, Rochester, USA) used
for the SCE analysis, was added to the cultures
(8 ig/ml) 24 h after the initiation together with the
test compound. At 70 h of incubation, 0.05 ml of Col-
cemid (0.1 pg/ml) was added to the cultures. After
the end of incubation period, cells were collected
by centrifugation (1000rpm) and resuspended in a
prewarmed hypotonic solution of KCl1 (0.075M) for
20 min at 37°C. The fixation procedure was similar
to that used for MN. Staining was conducted ac-
cording to the fluorescence plus Giemsa procedure
[91.

The procedures indicated above were used for the
assays conducted with and without metabolic activa-
tion. In the case of cultures with metabolic activation,
24 h after the initiation of cultures, 0.5 ml of S9 mix
was added together with the test agent. After an in-
cubation period of 3h at 37°C the test chemical and
S9 mix were removed from the culture by centrifu-
gation 7 min at 700 rpm. Concurrent cultures, treated
3 h without activating system, were set-up. The pellet
of lymphocytes was washed twice with 5 ml of RPMI
1640 medium and resuspended in complete medium
and the cultures were incubated until the entire period
of 72h at 37°C.

2.5. Microscopic observation

All slides were coded prior to scoring. MN and
SCE scoring was carried out by the same person
(J1.G.) using a Leitz-Leica light microscope at
1000x magnification under oil immersion. The cri-
teria for scoring MN was as described by Fenech
[8] and recently reviewed by Kirsch-Volders et al.
[10].

Five hundred cells were scored to evaluate the per-
centage of cells with one, two, three and four nuclei.
The number of MN in 1000 binucleated (BN) cells
was scored for each treatment and the number of BN
cells with MN was also recorded. A cytokinesis-block
proliferation index (CBPI) was calculated according
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to the following formula:

My + 2My + 3(M + M)
N

where My to My represent the number of cells with
one to four nuclei, respectively, and N is the number
of cells scored [11].

For the SCE analysis 50 metaphases of second di-
vision were examined for each treatment and donor.
A further 100 metaphases for each concentration were
also scored to determine the proportion of cells that
had undergone one, two and three divisions. The pro-
liferative rate index (PRI) was calculated according to
the following expression:

My +2M5 + 3M;
N

where M, M, and M3 indicate those metaphases cor-
responding to first, second and third division and N
the total number of metaphases scored [12].

CBPI =

PRI =

2.6. Statistical analysis

A database was created for the BN cells with MN
and the values were compared for each treatment using
the one-tailed Fisher’s exact test. The Chi-square test
was used for the analysis of CBPI and PRI among
each treatment. For the statistical analysis of SCE, the
Mann-Whitney U-test was used. For all the analyses,
a significant level of 5% (P < 0.05) was used.

3. Results

Tables 1-3 show the results obtained in the study
of the induction of MN in cultured human lympho-
cytes using cytochalasin B, with and without S9 frac-
tion. This assay potentially detects both clastogenic
and aneugenic compounds and its simplicity and sen-
sitivity has made its use in genotoxicity testing very
promising [13-15].

The results obtained after the treatment of the
cultures with the product G-0, with and without
metabolic activation, indicate that this furylethylenic
derivative does not induce MN, because the frequency
of binucleated cells with micronuclei (BNMN) never
reaches values with statistical significance when com-
pared to the vehicle control. In addition, cytotoxic
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Table 1
Induction of micronuclei (MN) and CBPI values in human lymphocyte cultures treated with 2-furyl-1-nitroethene for 48 h?
Donor Concentration Distribution of MN in MN BNMN Distribution of cells according BN CBPI
(g/ml) BN cells to number of nuclei (%)
0 1 2 3 >3 1 2 3 4
A DMSO (1%) 993 7 0 0 0 7 7 105 336 21 38 672 1.90
1 992 8 0 0 0 8 8 205 262 14 19 524 1.65%*
5 987 13 0 0 0 13 13 209 271 7 13 54.2 1.62%**
10 986 14 0 0 0 14 14 298 196 2 4 39.2 1.41***
MMC (0.067) 927 68 5 0 0 78 73 312 182 2 4 36.4 1.38%**
B DMSO (1%) 988 12 0 0 0 12 12 148 298 17 37 59.6 1.81
1 989 10 1 0 0 12 11 104 310 25 61 62.0 1.96
5 983 15 2 0 o 19 17 148 319 9 24 63.8 1.77*
10 983 14 2 1 0 21 17 182 315 1 2 63.0 1.64***
MMC (0.067) 926 68 6 0 0 80 74 276 209 4 11 41.8 1.47***
C DMSO (1%) 992 7 1 0 0 9 8 147 288 18 47 576 1.84
1 985 14 1 0 0 16 15 117 314 22 47 62.8 1.90
5 992 7 1 0 0 9 8 184 297 4 15 59.4 1.67
10 988 12 0 0 0o 12 12 317 182 1 0 364 137
MMC (0.067) 951 48 1 0 0 50  49** 243 243 5 9 48.6 1.54**

2 MN, total MN; BN, binucleated; BNMN, binucleated cells with one or more micronuclei; BN (%), percentage of BN cells; CBPI,
cytokinesis-block proliferation index.

* P < 0.05 (one-tailed Fisher’s exact test for BNMN and Chi-square test for CBPI).

*** P < 0.00! (one-tailed Fisher’s exact test for BNMN and Chi-square test for CBPY).

Table 2
Induction of micronuclei (MN) and CBPI values in human lymphocyte cultures treated with 2-furyl-1-nitroethene for 3h with S9 fraction,
donor A?

Treatment Concentration Distribution of MN in MN BNMN Distribution of cells according BN CBPI
(pg/ml) BN Cells to number of nuclei (%)
0 1 2 3 >3 1 2 3 4
3h (+S9) DMSO (1%) 990 8 2 0 0 12 10 121 306 42 31 61.2 1.90
1 983 15 1 1 0 20 17 135 272 54 39 54.4 192
5 989 10 1 0 0 12 11 157 279 40 24 558 1.81*
10 993 7 0 0 0 7 7 162 297 27 14 59.4 1.76***
15 991 8 1 0 0 10 9 288 201 8 3 40.2 1.45%*
CP (28) 931 66 3 0 0 72 69*** 322 163 6 9 326 1.39**
3h (—S9) DMSO (1%) 987 13 0 0 0 13 13 174 273 24 29 54.6 1.75
1 988 10 2 0 0 14 12 135 295 34 36 59.0 1.87
S 988 11 1 0 0 13 12 184 272 28 16 54.4 1.72
10 989 10 1 0 0 12 11 299 196 3 2 39.2 1.41%**
15 Cytotoxicity - - Cytotoxicity
MMC (0.67) 876 115 8 1 0 134 124*** 162 281 19 38 56.2 1.79%**

3 MN, total MN; BN, binucleated; BNMN, binucleated cells with one or more micronuclei; BN (%), percentage of BN cells; CBPI,
cytokinesis-block proliferation index.

* P < 0.05 (one-tailed Fisher's exact test for BNMN and Chi-square test for CBPI).

*** P <0.001 (one-tailed Fisher's exact test for BNMN und Chi-square test for CBPI).
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Table 3
Induction of micronuclei (MN) and CBP! values in human lymphocyte cultures treated with 2-furyl-1-nitroethene for 3h with S9 fraction,
donor B?
Treatment Concentration Distribution of MN in MN BNMN Distribution of cells according BN (%) CBPI
(pg/mi) BN cells to number of nuclei
0 1 2 3 >3 1 2 3 4
3h (+S9) DMSO (1%) 990 10 000 10 10 81 270 58 91 54.0 2.14
1 989 11 000 11 11 57 327 4 72 65.4 2.02*
5 990 10 000 10 10 90 310 40 60 62.0 2.02*
10 984 16 000 16 16 168 299 9 24 59.8 1.73%*
15 993 6 100 8 7 361 138 1 0 27.6 1.28**
CP (28) 882 103 11 4 0 137 118*** 331 156 4 9 312 1.36***
3h (—S9) DMSO (1%) 993 6 100 8 7 83 321 32 64 64.2 2.03
<l 989 11 000 11 11 88 307 44 61 6l.4 2.03
5 990 8 200 12 10 101 316 35 48 63.2 1.96
10 986 13 100 15 14 161 324 4 11 64.8 1.70***
15 Cytotoxicity - - Cytotoxicity
MMC (0.67) 876 115 8 1 0 134 124*** 162 281 19 38 56.2 1.79***

2 MN, total MN; BN, binucleated; BNMN, binucleated cells with one or more micronuclei; BN (%), percentage of BN cells; CBPI,

cytokinesis-block proliteration index.

** P < 0.01 (one-tailed Fisher's exact test for BNMN and Chi-square test for CBPY).
*** P < 0.001 (one-tailed Fisher's exact test for BNMN and Chi-square test for CBPI).

effects of the test agent on the lymphocyte cultures
were observed, the values of CBPI decreased with
increasing concentrations of G-0, attaining statistical
significance at several concentrations. Besides, in the
case of cultures without S9 mix and 48 h of treatment,
the dose of 15 ug/ml was impossible to evaluate in
any of the three donors studied, because there were
no BN cells and a high degree of necrotic cells was
observed. These cytotoxic effects remained in the
cultures without S9 treated for 3 h, therefore the dose
of 15 pg/ml was impossible to score either.

On the other hand, in the cultures with metabolic
activation, a reduction of the cytotoxic effects of the
compound was observed. Thus, although the CBPI de-
creased in these cultures, the dose of 15 pg/ml was
possible to score. This would indicate a possible mech-
anism of detoxification by which the enzymes of the
S9 fraction might lead to the formation of species with
lower cytotoxic effects, when compared with the par-
ent compound.

Tables 4 and 5 show the frequencies of SCE and the
PRI values obtained after the treatment of human lym-
phocyte cultures with the test agent G-0. The results
obtained from the different experimental conditions
are presented, indicating that the compound G-0 has a
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moderate genotoxic potential. In the treatments lasting
for 48 h without metabolic activation, G-0 induces a
slight increase in the frequency ot SCE in both donors,
reaching statistical significance mainly at the higher
concentration tested (10 pg/ml) in donor A, and at the
two highest concentrations evaluated (5, 10 pg/ml) in
donor B. Similarly, in the case of the treatments for 3h
without S9, a slight increase in the frequency of SCE
at the highest doses was also observed in both donors.

In the experiments with SO fraction, after treatment
for 3 h, we observed that the increase in the SCE fre-
quency is lower, because the increase found at the
doses of 5 and 10 p.g/ml, without microsomal fraction,
did not appear when the S9 mix was added. As only
a significant increase in SCE was found in one donor
(A) and at the higher dose (15 p.g/ml), we consider that
the presence of S9 reduces and/or eliminates the geno-
toxicity of this furylethylenic derivative. Moreover, it
should be indicated that, whatever the statistical ap-
proach used to analyze the SCE data, it is agreed that
a two-fold increase in SCE over that of the control
should be required for considering a positive response
as an indication of clear genotoxic effects [16]. As
consequence, the genotoxicity of the G-0 compound
can be considered as weak.
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Table 4

Frequencies of sister-chromatid exchanges (SCEs) and proliferative
rate indices (PRI) in cultured human lymphocytes treated with
2-furyl-1-nitroethene, donor A

J.I. Gonzdlez Borroto et al./Mutation Research 497 (2001) 177-184

Table 5

Frequencies of sister-chromatid exchanges (SCEs) and proliferative
rate indices (PRI) in cultured human lymphocytes treated with
2-furyl-1-nitroethene, donor B

Treatment Concentration SCE per PRI Treatment Concentration SCE per PRI
(pg/ml) cell + S.E. (g/mi) cell + SE.
48 h (—S9) DMSO (1%) 7.62 £ 0.46 2.05 48h (—S9) DMSO (1%) 6.10 £ 0.33 2.11
1 7.92 £ 0.50 1.89 1 6.64 + 0.45 1.91*
5 8.80 + 0.58 1.44%* 5 742 £ 0.46% 1.46***
10* 10.00 £ 0.84** 1.17%* 10% 10.32 £ 0.86** 1.10***
MMC (0.033) 22.94 + 0.70*** 1.72% MMC (0.033) 9.48 + 0.48*>  2.07**
3h(-S9)  DMSO (1%) 734 £ 0.42 2.05 30 (-89  DMSO (1%) nl2E047. 189
1 722 £ 0.53 1.69
1 7.86 & 047 2.01
S 7.88 & 0.57 1.82
5 8.70 £ 0.41** 1.64**
10 9.70 + 0.58** 1.53**
10 10.84 £ 0.55*** 1.40*** 15 12.84 + 0.68%** L21%*
MMC (0.17) 22.56 £ 0.70 1.81 MMC (0.17) 16.28 £ 0.62°* 1.82
3h (4S9) DMSO (1%) 8.44 + 0.46 2.03 3h (+S9) DMSO (1%) 7.86 £ 0.45 2.00
1 7.86 £+ 0.49 1.84 1 748 £ 0.44 1.90
5 9.08 + 0.4} 1.80* 5 7.24 £ 0.51 1.77*
10 9.18 £ 0.53 1.58*** 10 8.36 £ 0.52 1.81
15 10.50 £ 0.52** 1,28*** 15 8.74 £ 0.51 1.28
CP (1.4) 23.92 + 147 1.87 CP (1.4) 17.82 £ 1.15*** 1.82

A total of 50 metaphases were scored for each concentration,
except 10 ug/ml.

*P < 0.05 (Mann—Whitney U-test for SCE; Chi-square test
for PRI).

** P < 0.0! (Mann—-Whitney U-test for SCE; Chi-square test
for PRI).

*** P < 0.001 (Mann—Whitney U-test for SCE; Chi-square test
for PRI).

With respect to the cytotoxic effects of the com-
pound, measured as cell cycle delay (PRI), a reduc-
tion in cell proliferation was observed in both donors.
In the study without metabolic activation, several con-
centrations showed statistical significance for the treat-
meants lasting for 48 and 3 h. Moreover, at the highest
dose tested (10 pg/ml) in the 48 h treatments, it was
only possible to score 26 and 28 metaphases of sec-
ond division in donors A and B, respectively. When
the two methods for measuring cytotoxicity (CBPI and
PRI) are compared, a general trend can be observed
where cytoxicity is found after the threshold of 5 and
10 pwg/ml.

In both assays, when the product was tested in
the presence of S9 mix, a reduction in the cytotox-
icity was found. Another fact that evidences that S9
reduces cytotoxicity is that we were able to eval-
uate the SCE frequency at the dose of 15 pg/ml,
which was not possible in either of the treatments
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1 A total of 50 metaphases were scored for each concentration,
except 10 pg/ml.

* P < 0.05; (Mann—-Whitney U-test for SCE: Chi-square test
for PRI).

** P < 0.01 (Mann—-Whitney U-test for SCE; Chi-square test
for PRI).

*** P < 0.001 (Mann—Whitney U-test for SCE; Chi-square test
for PRI).

without metabolic activation. These results indicate
the possible detoxification of the compound by the
metabolism of S9 mix enzymes. Moreover, we have
detected that the decrease in the cytotoxic effects was
accompanied by a reduction in the genotoxic poten-
tial of 2-furyl-1-nitroethene, as measured through the
trequency of SCE.

4. Discussion

Nitrofurans are an important group of chemicals
used as antimicrobial agents in human and veterinary
medicine, even though mutagenic and carcinogenic
properties have been shown for several of these com-
pounds [4,6]. Nevertheless, as occurs with many other
chemicals, contradictory results have been published
on the mutagenic properties of different nitrofurans
and their possible detoxification when evaluated in
presence of activating metabolic systems.
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On the other hand, it must be pointed out that there
are differences between the behavior of the nitrofu-
rans and other nitroaromatic compounds. One of the
main differences is the unusual ring opening that oc-
curs in nitrofurans when they are susceptible to re-
duction, which can lead to an alternative reaction of
elimination, forming an inactive saturated nitrile. As
is known, nitrofurans cause mutagenicity via a nitre-
nium ion, which could form from the hydroxylamine
or one of its esters, during the reduction of the nitro
group. A low electron density on carbon atom 2 of
the furan ring (C2) would promote loss of potential
nitrenium ion [17].

The furylethylene derivatives, with the nitro group
located outside the furan ring, may have different
biological properties from the S-nitrofurylethylene
derivatives. Thus, although they are isomers of posi-
tion, this structural difference can produce significant
changes in the physico-chemical, chemical and bio-
logical properties of these two types of compounds,
mainly in genotoxicity [18]. In this context, Sturdik
et al. [19] when studying the structure~mutagenicity
relationship in a series of furylethylenic derivatives,
reported that only those derivatives with the nitro
group in position 5 of the furanic ring were mu-
tagenic, and that the substitution of this functional
group results in the loss of mutagenic activity. In par-
ticular, one of the derivatives studied by these authors
had a chemical structure similar to that of our com-
pound, and did not show mutagenic activity when
studied by SOS-inducing in bacteria, nor by the Ames
test in Salmonella typhimurium TA98. Our results,
indicating a very weak genotoxicity of the G-0 com-
pound, are in agreement with other data published for
2-furyethylene derivatives [4,20]. Ramos et al. inves-
tigated the mutagenicity of a substituted nitroalkene
1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-nitroethene (BNF) in
the Salmonella/microsome assay and in the mouse
bone marrow micronucleus test [21]. They found that
BNF was a direct mutagen in bacteria and that the
response was lowered when exogenous metabolic
activation (S9) was used. A remarkable decrease in
mutagenicity was observed in a nitroreductase de-
ficient strain (TA100ONR) showing the involvement
of the nitro group in the genotoxic response. The
MN assay, after a single intraperitoneal dose of
10-17.5 mg/kg, did not show any response in the first
sampling (24 h) although a weak effect was found in
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the second sampling (48 h). These results may indi-
cate the involvement of a detoxification process. At a
higher dose (20 mg/kg), a clear positive response was
found in both sampling times. It should be reminded
that the 2-furylethylene derivative BNF has the nitro
group at position B of the exocyclic double bond, and
has a great structural similarity with our test agent.

The main conclusion from a study on the analysis of
the electronic molecular structure of 2-furylethylene
derivatives performed by using a molecular orbital
method was concerned to the marked electronic dif-
ferences that exist among nitro groups at different po-
sitions of the 2-furylethylene framework. The nitro
groups at position 5 of the furan ring are more sensi-
tive to reduction in biological media than those at po-
sition B of the exocyclic double bond. Due to this fact,
some compounds of this series of derivatives with the
nitro group at the ethylenic chain were classified as
non-mutagenic with over 90% probabilities [18].

Our results, indicating a reduction/elimination of
the genotoxic properties by enzymatic metabolic deac-
tivation, agree with other experimental data that show
a diminished response of some nitrofurans in the Ames
test with metabolic activation [22]. In this study, the
preincubation with 89 under anaerobic conditions re-
sulted in a greater and sometimes complete loss of
mutagenic activity, being dependent on both the incu-
bation time and the quantity of S9 fraction. Similar
results showing the relevance of metabolic activation
on the genotoxicity of a 5-nitrofuran derivative were
previously reported [23]. On the other hand, the deac-
tivation of furyl furamide {AF-2) by incubation with
S9 mix is another evidence that the enzymes of the S9
traction may lead to the formation of metabolites that
are neither mutagenic nor capable of being converted
into mutagenic species. This could be due to the loss
of the nitro group and the formation of inactive agents
[24].

Recently, Quillardet et al. carried out a study on
the mutagenic properties of a nitrofuran derivative
7-methoxy-2-nitronaphtho(2,1-b}furan (R7000) in
lacl transgenic mice [25]. From these results, R7000
appears to be considerably less mutagenic in mice
than in bacteria, on the basis of the number of in-
duced mutants per unit mass, when compared with
other known mutagenic chemicals. This would sup-
port the important role of the metabolism in reducing
the genotoxic potential of nitrofurans.
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Abstract

The genotoxicity of the 2-furylethylene derivative 1-(5-bromofur-2-y1)-2-nitroethene (2-8NF) has been evaluated in cul-
tured human peripheral blood lymphocytes at concentrations ranging from 0.5 to 15 jug/ml. The frequencies of micronuclei
(MN) and sister-chromatid exchanges (SCEs) were used and scored as indicators of genetic damage. To asses the role of
the metabolism mediated by the enzymes present in the S9 mix, over the possible genotoxic potential of the test agent, the
cultures for MN and SCE demonstrations were treated for 3 h in presence and in absence of rat liver microsomal fraction.
The results indicate that, under the experimental conditions used, the test agent does not induce significant increases in the
frequency of micronucleated cells, irrespective of the presence/absence of metabolic fraction. Nevertheless, a slight increase
in the SCE frequency was observed in those cultures treated without the S9 mix; although this slight increase disappeared in
the experiments carried out with the microsomal fraction. In addition, cytotoxic/cytostatic effects of (2-8NF) were observed
mainly in the cultures treated without the S9 fraction.
© 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: 5-Niwofurans; 2-Furylethylenes; Human lymphocytes; Micronuclet; Sister-chromatid exchanges

1. Introduction studies have shown that the presence of a nitro group,
at position 5 of the furan ring, is not a necessary
The S-nitrofuran derivatives have demonstrated condition for the development of the antimicrobial
genotoxicity in bacterial and mammalian cells, as activity of 2-furylethylenes. This finding opened a
well as tumorigenic capacity in experimental animals. novel opportunity for this class of compounds [1].
In spite of that, there are several of them still in use Our group has been studying the genotoxicity of dif-
{1-4]. ferent 2-furylethylene derivatives, which have shown
The interest in the study of 2-furylethylene interesting biological properties. In this novel group
compounds has increased in the recent years as a con- of derivatives the nitro group is not attached to the fu-
sequence of the discoveries of potent microcidal com- ran ring, but it is placed at the double bond present in
pounds having this chemical structure. Subsequent the ethylenic chain at the B-carbon atom. On the other
hand, several studies have demonstrated that only the
"+ Corresponding author. Tel.: +34-3-5812052; 5-nitrofurans are mutagen%c, and that the' deri\{atives
fax: + 34-3-5812387. with the nitro group outside the furan ring did not
E-mail address: ricard.marcos@uab.es (R. Marcos). show mutagenic activity [5,6].

1383-5718/02/8 - see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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To gain a deeper understanding about the role of the
genotoxic potential associated with the nitro group
attachment at the position f§ of the exocyclic double
bond, in this novel group of 2-furylethylene deriva-
tives, we have conducted a series of experiments in
cultured human lymphocytes. Thus, to determine
the genotoxic potential of the compound 1-(5-bromo-
fur-2-yl)-2-nitroethene (2-BNF), two well-known cy-
togenetic assays were used: the in vitro micronucleus
(MN) test by using the cytokinesis-block technique
and the sister-chromatid exchanges (SCEs) assay.

2. Materials and methods
2.1. Donors and collection of blood samples

The study was carried out by using blood samples
from two healthy, non-smoking male donors, aged
28 and 31 years. Approximately, 20 ml of blood was
collected, by venipuncture, into syringes containing
sodium heparin as anticoagulant. Blood was taken the
same day of the initiation of the experiment between
9:00 and 9:30 a.m. to minimize possible confounding
effects of dietary factors.

2.2. Test chemicals

The test chemical 2-BNF (Fig. 1) used in the study
was synthesized at the Centro de Bioactivos Quimicos
(CBQ, Villa Clara, Cuba). A range of concentrations of
the test agent (from 0.5 to 15 pg/ml) was used for the
MN assay. For the SCE assays the range of doses used
was from 1 to 20 pg/ml. These ranges were chosen by
taking into account the survival and the general cyto-
toxic/cytostatic effects found in previous dose-range
studies. The test agent was dissolved in dimethyl-
sulfoxide (DMSO, CAS No. 67-68-5, Panreac,
Barcelona, Spain) at a final volume in culture of 1% of
the total. DMSO was also tested as a solvent control.

In the cultures without metabolic activation, the pos-
itive control for testing MN was mitomycin C (MMC,

BI'/@\/\ NO,

Fig. 1. Structure of 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene (2-BNF).
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CAS No. 50-07-7, Sigma) at 0.67 and 0.067 p.g/mi
for treatments lasting 3 and 48h, respectively. For
cultures with metabolic activation, cyclophosphamide
(CP, CAS No. 6055-19-2, Sigma), at 28 ug/ml was
used. For SCE demonstration without metabolic acti-
vation, MMC at 0.17 and 0.033 pg/ml were used for
treatments lasting 3 and 48 h, respectively, whilst in
cultures with metabolic activation 1.4 pug/ml of CP
was used.

2.3. Metabolic activation

S9 from (CRIFFA, Barcelona, Spain) was used as

‘metabolic activation system. The S9 mix freshly pre-

pared, consisted of 1 ml of S9, 0.33ml of 1M KCI,
0.32ml of 0.25M MgCl,-6 H20, 0.25ml of 0.2M
glucose-6-phosphate, 1 ml of 0.04 M NADP, 2.10 ml of
distilled water and 5 ml of phosphate buffer (pH 7.4).

2.4. Lymphocyte cultures: MN and SCE assays

Two blood cultures were established for each ge-
netic endpoint and concentration. A whole blood
sample (0.5 ml) was added to 4.5 ml culture medium
composed of 3.69ml (82%) RPMI 1640 medium
supplemented with 0.675ml (15%) heat-inactivated
fetal calf serum, 0.045 ml (1%) phytohaemagglutinin
(PHA), 0.045 ml (1%) L-glutamine and 0.045 ml (1%)
antibiotics (5000 IU penicillin and 5000 pg/ml strep-
tomycin). All compounds were obtained from Gibco
(Barcelona, Spain).

The cytokinesis-block micronucleus assay (CBNM)
was carried out using the standard technique proposed
by Fenech [7] with slight modifications following
the methodology established in our laboratory and
described in detail in previous works [8-10]. The
experiments for SCE demonstration were conducted
similarly as we recently reported [10]. Staining of
SCE was conducted following the fluorescence plus
Giemsa method [11].

In general, the same procedures were used for the
assays conducted with and without metabolic ac-
tivation. Nevertheless, in the case of cultures with
metabolic activation, 24 h after the initiation of cul-
tures 0.5 ml of S9 mix were added together with the
test agent. After an incubation period of 3h at 37°C,
the test chemical and S9 mix were removed from the
culture. Concurrent cultures, treated for 3h without
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the activating system, were also set up. The pellet of
lymphocytes was washed twice with 5 ml of RPMI
1640 medium and resuspended in complete medium
and, after that, the cultures were incubated until the
entire period of 72 h at 37°C.

2.5. Microscopic observation

All slides were coded prior to scoring. MN and SCE
scoring was carried out by the same person (JIG) us-
ing a Leitz-Leica light microscope at 1000x magni-
fication under oil immersion. The criteria for scoring
micronuclei (MN) was as described by Fenech [7] and
recently reviewed by Kirsch-Volders et al. [12].

Five hundred cells were scored to determine the per-
centage of cells with one to four nuclei. The number
of MN in 1000 binucleated (BN) cells was scored for
each treatment and the number of BN cells with MN
were also recorded. A cytokinesis-block proliferation
index (CBPI) was calculated according to the follow-
ing formula:

CBPI = (M7 + 2My + 3(Mm + Myy)/N, where
M;j to Myv represent the number of cells with one to
four nuclei, respectively, and N is the number of cells
scored [13].

For the SCE analysis, 50 metaphases of second di-
vision were examined for each treatment and donor.
A further 100 metaphases for each concentration were
also scored to evaluate the proportion of cells that had
undergone one to three divisions. The proliferative rate
index (PRI) was calculated following the expression:

PRI = (M) +2M; + 3M3)/N, where M|, M3 and
M3 indicate those metaphases corresponding to first to
third division and N is the total number of metaphases
scored [14].

2.6. Statistical analysis

The analysis of the BN cells with MN was per-
formed for each treatment using the one-tailed Fisher’s
exact test. The x2-test was used for the analysis of
CBPI and PRI among each treatment. For the statisti-
cal analysis of SCE, the data were transformed using
the square roots of the original values plus | (,/(x+1)),
this transformation is effective in stabilizing the dis-
persion and makes the variances independent of the
means. Then, an one-way ANOVA was performed.
The comparisons between groups were made using a
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post-hoc test, the Fisher’s least significant difference
test. Statistical decisions were made with a signifi-
cance level of 0.05.

3. Results

The data obtained in the study measuring the in-
duction of MN in cultured human lymphocytes using
cytochalasin B, with and without S9 fraction, are
summarized in Tables 1-3. The results indicate that,
after the treatment of the cultures with the compound
2-BNF, no induction of MN was observed in any of
the assay conditions. Thus, the frequency of BN cells
with micronuclei (BNMN) never reaches values with
statistical significance when the treatment groups are
compared with the vehicle control.

In addition, cytotoxic/cytostatic effects of the test
agent on the lymphocyte cultures were observed
and, as can be seen in the tables, the CBPI values
decreased with increasing doses of 2-BNF. The cyto-
toxic/cytostatic effects were mainly observed in those
cultures treated in absence of S9 fraction, and prin-
cipally at the higher dose tested (15 wg/ml). Thus,
this dose was impossible to evaluate in the cultures
treated for 3 h without the S9 fraction, in any of the

Table 1

Induction of micronuclei (MN) and CBPI values in human lym-
phocyte cultures treated with 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene for
48 h?

Donor  Concentration MN BNMN %BN CBPI
(p.g/ml)
A DMSO (1%) 11 11 55.4 1.79
0.5 6 6 58.8 1.77
1 11 10 58.8 1.76
5 7 7 538 1.62***
10 12 11 37.6 1.38***
MMC (0.067) 87 84+ 38.2 1.44***
B DMSO (1%) 13 12 60.4 1.81
0.5 15 14 594 1.82
1 9 8 56.8 1.84
5 14 13 538 1.65%***
10 15 13 48.4 1.52%**
MMC (0.067) 48 47%* 52.0 1.63***

One-tailed Fisher's exact test for BNMN and x2-test for CBPI.
*MN, wtal MN; BNMN, binucleated cells with one or
more micronuclei; %BN, percentage of BN cells; CBPI,
cytokinesis-block proliferation index.
*** P < 0.001.
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Table 2

Induction of micronuclei (MN) and CBPI values in human lym-
phocyte cultures treated with 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene for
3 h with and without S9 fraction (donor A)*

Treatment  Concentration MN BNMN %BN CBPI
(pg/ml)
3h (-S9) DMSO (1%) 18 14 53.4 1.81
1 13 12 53.0 1.74
5 11 11 56.6 1.78
10 19 15 4.6 1.507**
1S _b _b b b
MMC (0.67) 119 113*** 488 1.61***
3h (+S9) DMSO (1%) 13 12 514 1.74
1 11 9 48.6 1.68
5 10 5 '53.0 1.74
10 13 11 50.0 1.65
15 17 13 39.8 1.44%=*
CP (28) 97 90*** 19.0 1.19***

One-tailed Fisher’s exact test for BNMN and x2-test for CBPL

2 MN, total MN; BNMN, binucleated cells with one or
more micronuclei; %BN, percentage of BN cells; CBPI,
cytokinesis-block proliferation index.

b Cytotoxic/cytostatic.

*»** p < 0.001.

Table 3

Induction of micronuclei (MN) and CBP! values in human lym-
phocyte cultures treated with 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene for
3 h with and without S9 fraction (donor B)*

Treatment Concentration MN BNMN %BN CBPI
(p.g/ml)
3h (-S9) DMSO (1%) 8 8 571.6 1.86
1 15 12 55.6 1.88
5 8 3 53.4 1.67***
10 14 14 250 1.28***
15 b ) b b
MMC (0.67) 119 113 48.8 1.61***
3h (+S9) DMSO (1%) 14 11 54.2 1.99
1 13 13 54.0 1.98
5 12 12 50.8 1.86**
10 9 9 51.2 L71%**
15 15 13 34.2 L41***
CP (28) 77 T2 348 1.45%**

One-tailed Fisher’s exact test for BNMN and y2-test for CBPL.

®MN, total MN; BNMN, binucleated cells with one or
more micronuclei; %BN, percentage of BN cells; CBPl,
cytokinesis-block proliferation index.

b Cytotoxic/cytostatic.

s P <00l

*** P < 0.001.
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two donors studied. This would indicate a possible
mechanism of detoxification, or the possibility that the
enzymes of the S9 fraction exert a deactivation over
this furylethylene derivative, leading to the formation
of a metabolite with lower cytotoxic/cytostatic effects.

The results obtained for the SCE assay in the dif-
terent experimental conditions carried out are showed
in Tables 4 and 5. The frequencies of SCE indicate
that the chemical compound 2-8NF has a moder-
ate genotoxic potential. In the treatments lasting for
48 h without metabolic activation, 2-BNF induced
a slight increase in the frequency of SCE in both
donors, reaching statistical significance mainly at the
higher dose that was possible to score (15 wg/ml). For
treatments lasting for 3 h, a slight increase in the fre-
quency of SCE at the higher dose scored (10 pug/ml)
was observed, but only in donor B. This increase

Table 4

Frequencies of sister-chromatid exchanges (SCEs) and proliferative
rate indices (PRI) in cultured human lymphocytes treated with
1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene (donor A)*

Treatment Concentration SCE/cell £+ SE. PRI
(ug/mi)
48 h (—S9) DMSO (1%) 7.00 £ 046 2.10
1 6.96 £ 043 2.26
5 6.20 + 039 1.75%**
10 8.54 & 0.45* 1.67***
15 8.68 + 0.42% 1.57***
20 _b b
MMC (0.033) 28.30 £ 0.97*** 1.83***
3h (—S9) DMSO (1%) 6.82 £ 0438 1.47
1 6.82 £ 041 1.93
5 7.62 £ 047 1.74
10 7.14 & 0.49 1.47
15 b b
MMC (0.17) 17.62 + 0.69*** 1.95
3h (+89) DMSO (1%) 7.22 £ 044 1.97
1 6.90 £ 0.44 1.98
S 7.56 £ 0.46 1.91
10 7.52 £ 038 1.43
15 7.22 £ 047 1.75
CP (14) 16.36 + 0.95** 1.85

One-way ANOVA and Fisher’s leust significant difference test for
SCE; x2-test for PRI

% A total of 50 second-division metaphases were scored for
each concentration.

b Cytotoxic/cytostatic.

* P <0.05.

*p < 0.0l

*** p <0.001.
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Table 5

Frequencies of sister-chromatid exchanges (SCEs) and proliferative
rate indices (PRI) in cultured human lymphocytes treated with
1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene (donor B)®

Treatment  Concentration (pg/ml) SCE/cell &+ S.E. PRI
48h (—S9) DMSO (1%) 6.38 + 041 1.94
1 5.80 £+ 0.36 1.88
5 7.74 £+ 0.44* 1.79***
10 7.06 £+ 0.42 1.42%**
15 8.88 &+ 0.41*** 131™*
20 _b _b
MMC (0.033) 17.66 £+ 0.62*** 1.89**
3h (-S9) DMSO (1%) 6.16 £+ 0.37 2.34
1 7.26 + 0.44 233
5 6.88 + 0.47 2.11
10 7.80 £+ 0.49* 1.52%**
15 b _b
MMC (0.17) 14.44 + 0.60*** 241
3h (+S9) DMSO (1%) 6.38 + 0.38 2.26
1 6.34 + 0.38 241
5 6.92 = 0.45 243
10 6.98 + 0.47 2.26
15 7.74 £ 0.50* 1.74*
CP (1.4) 17.62 £ 0.79** 228

One-way ANOVA and Fisher’s least significant difference test for
SCE; x2-test for PRI.

2 A total of 50 second-division metaphases were scored for
each concentration.

b Cytotoxic/cytostatic.

* P <0.05.

** P <0.01.

*** P <0.001.

was observed both in presence and absence of S9
fraction.

With respect to the cytotoxic/cytostatic effects of the
test compound, measured as a cell cycle delay (PRI),
a reduction in cell proliferation was observed in both
donors, mainly in the study without S9 fraction. Due
to the high toxicity of the doses of 15 and 20 pg/ml, in
the two donors, we were unable to evaluate the PRI for
such levels of exposure. These results would confirm
the possible detoxification of the compound mediated
by the metabolism of the S9 enzymes, as indicated for
the MN study.

4. Discussion

Nitrofurans constitute an important group of chem-
icals used as antimicrobial agents in human and
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veterinary medicine. Even though mutagenic and
carcinogenic properties have been shown for sev-
eral of these compounds, many of them still are in
use [2-4]. Although nitroreduction has been pro-
posed as an important metabolic activation pathway,
many aspects on the action of the genotoxic mech-
anisms of nitrofuran derivatives still remain unclear
[15].

Significant differences between the behavior of ni-
trofurans and other nitroaromatic compounds had been
shown. One of these differences is the unusual ring
opening that occurs in nitrofurans when they are sus-
ceptible to reduction, which can lead to an alternative
reaction of elimination, forming an inactive saturated
nitrile. As it is known, nitrofurans may cause muta-
genicity via a nitrenium ion, which could be formed
from hydroxylamine, or one of its esters, during the
reduction of the nitro group. A low electron density
on carbon atom (C;) of the furan ring would promote
loss of potential nitrenium ion [16].

As it has been stated previously, the S-nitrofury-
lethylenes and the B-nitrofurylethylenes derivatives
are isomers of position, but the structural difference
due to the attachment of the nitro group can pro-
duce significant changes in the chemical and biolog-
ical properties of such compounds, mainly in their
genotoxic ability [1,10].

The analysis of the electronic molecular structure
of 2-furylethylene derivatives, carried out using a
molecular orbital method [1], showed the marked
electronic differences that exist among nitro groups at
different positions of the 2-furylethylene framework.
The nitro groups at position 5 of the furan ring are
more sensitive to reduction in biological media than
those at position 8 of the exocyclic double bond. Due
to this fact, some compounds of this series of deriva-
tives with the nitro group at the ethylenic chain were
classified as non-mutagenic with over 90% probabil-
ity. In this context, Sturdik et al. [5,6] concluded that
only those derivatives with the nitro group in position
5 of the furanic ring were mutagenic, and that the sub-
stitution of this functional group results in the loss of
mutagenicity when assayed by SOS-inducing in bac-
teria, and by the Ames test in Salmonella typhimurium
TA 98.

On the other hand, many experimental evidences
support the possible detoxification of nitrofurans
and furylethylene when they are tested in vitro with
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metabolic activation systems or in vivo studies. Ramos
et al. [17] investigated the mutagenicity of a sub-
stituted nitroalkene 1-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-2-
nitroethene (BNF) in the Salmonella/microsome
assay and in the mouse bone marrow micronucleus
test. They found that BNF was a direct mutagen in
bacteria, but the response was lowered when the S9
metabolic activation fraction was used. A remarkable
decrease in mutagenicity was detected in a nitrore-
ductase deficient strain (TA 100NR), showing the
involvement of the nitro group in their genotoxic re-
sponse. The MN assay in the mouse bone marrow,
after a single intraperitoneal dose of 10~17.5 mg/kg,
did not show any response in the first sampling
(24 h) although a weak effect was found in the sec-
ond sampling (48 h). These results may suggest the
involvement of a detoxification process.

Our results agree with other experimental data that
show a diminished response of some nitrofurans and
its metabolites reduction in Salmonella TA 100 [18].
Skeggs et al. [19] studied the activity of the liver
enzymes on the mutagenicity of different nitrohetero-
cyclic compounds, among them the nitrofurans, and
found that the preincubation with S9 under anaero-
bic conditions resulted in a greater and sometimes
complete loss of mutagenic activity, being dependent
on both the incubation time and the quantity of S9
fraction.

The present results with the 2-8NF derivative also
agree with our recent reported data on the genotoxic-
ity of 2-furyl-1-nitroethene, where this derivative was
classified as slightly genotoxic [10].

Thus, our results with the compound 2-BNF con-
firm the low genotoxicity of these kind of furylethy-
lene derivatives and the reduction/elimination of the
possible genotoxic properties of these types of chemi-
cals, with the nitro group at position §8 of the exocyclic
double bond, by enzymatic metabolic deactivation.

Taking into account the lack of genotoxic eftects
of some nitrofuran derivatives and many -nitro-
furylethylenes, the results reported here with 2-BNF,
our previous data with two other 2-furylethylene
derivatives, and the interesting biological properties
showed by this class of compounds, it seems that they
would be an alternative to obtain novel pharmaceu-
tical molecules with lower genotoxic risk. Neverthe-
less, further genotoxicity studies measuring different
levels of DNA damage are still necessary.
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Abstract

The genotoxic potential of the compound [-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-2-nitroethene (G-1) was evaluated in peripheral blood
lymphocytes cultured in vitro, at concentrations ranging from 1 to 20 pg/ml. Micronuclei (MN) and sister-chromatid exchanges
(SCE) were scored as biomarkers of genotoxic effects. To detect the role of metabolic enzymes on the genotoxicity of this furyl-
ethylenic derivative, cultures for MN and SCE demonstrations were treated for 3 h with and without the S9 microsomal fraction as
well as for 48 h without S9. Under the conditions of the study, the test agent did not induce significant increases in the frequency of
micronucleated cells, irrespective of the presence/absence of the metabolic fraction. Nevertheless, a slight/moderate increase in the
SCE frequency was observed in those cultures treated without the S9 mix. In addition, cytotoxic/cytostatic effects of the G-1 com-
pound were observed mainly in cultures without 89 fraction, as indicated by the reduction of cell proliferation measured by the

cytokinesis block proliferation index (CBP1) and the proliferative rate index (PRI).

© 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Nitrofurans; 1-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-2-nitroethene; Human lymphocytes; Micronucleus; Sister-chromatid exchanges

1. Introduction

Different 2-substituted S-nitrofuran derivatives have
been widely used in human and veterinary medicine
as antimicrobial agents, as well as in food pre-
servatives and additives (IARC, 1974; Gajewska et
al., 1990; Jurado and Pueyo, 1995). Several of these
compounds have proved to be genotoxic in bacteria
and mammalian cells and to present tumorigenic
capacity in experimental animals. Nevertheless, and in
spite of this proved genotoxic potential, several
nitrofurans are still in use, as i.e.: nifuratel, nifurox-
ime, nifurtimox and nitrofurantoin (McCalla, 1983;
Ni et al., 1987; Hamilton-Miller, 1997).

The mutagenic and carcinogenic properties shown by
several aromatic nitro compounds in general, and by

* Corresponding author. Tel.: +34-93-5812052; fax: +34-93-
5812387.
E-mail address: ricard.marcos@uab.es (R. Marcos).
! Present address: Centro de Bioactivos Quimicos, Universidad
Central de Las Villas, Santa Clara, Cuba.

0278-6915/$ - see front matter © 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.£ct.2003.08.012

some nitrofurans in particular, limited the extensive
use of furylethylene compounds, mainly the group of
S-nitrofurans. Nevertheless, further studies demon-
strated that the presence of a nitro group at position
5 of the furan ring is not a necessary condition for
the development of the antimicrobial activity of 2-
furylethylenes. Thus, other derivatives can be synthe-
sised to prove whether or not genotoxicity can be
avoided without loss of their biological properties
(Estrada, 1998).

We have studied the genotoxicity of different furyl-
ethylene derivatives where the main structural char-
acteristic is that the nitro group is not attached to
the furan ring. In these novel compounds the nitro
group is situated at the exocyclic double bond pre-
sent in the ethylenic chain, and many of them present
interesting biological properties. The furylethylene
derivative  1-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-2-nitroethene
(G-1) is one of the novel synthesised 2-furylethylene
compounds having the nitro group at position B of
the exocyclic double bond. This compound has shown
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to have important antibacterial and antifungal activ-
ities, both in vitro and in vivo (Castaiiedo, 1993).

Previous genotoxicity studies carried out with the G-
1 compound by Ramos et al. (1997) demonstrated that
it is a direct mutagen in TA 98 and TA100 strains in
the Ames test. The response was lowered in presence of
metabolic activation, and a further decrease in the
mutagenicity was observed in strain TA 100NR
(nitroreductase deficient) when compared to the par-
ental TA 100. The in vivo micronucleus assay in male
mice showed a weak response at doses ranging from 10
to 17.5 mg/kg at the second sampling (48 h). A sig-
nificant rise in the micronuclei count was obtained at
20 mg/kg, which is higher than the 60% of LDsy,
causing severe toxic signs and inducing mortality in the
treated animals.

To obtain more data about the genotoxic potential
associated with the nitro group attachment in these
types of 2-furylethylene derivatives, we have con-
ducted the in vitro micronucleus and sister chromatid
exchanges tests in human lymphocytes with the com-
pound G-1. Both these parameters have proved to be
good indicators of genotoxic effects (Fenech and Mor-
ley, 1985; Van Hummelen and Kirsch-Volders, 1992;
Fenech, 1993; Surrallés and Natarajan, 1997; Kirsch-
Volders et al., 2000).

2. Materials and methods
2.1. Donors and collection of blood samples

The study was carried out using blood samples from
two healthy, non-smoking male donors, aged 28 and 30
years. Approximately, 20 ml of blood was collected, by
venipuncture, into syringes containing sodium heparin
as anticoagulant. Blood was taken the same day of the
initiation of the experiment between 09:00 and 09:30 to
minimise possible confounding effects of dietary factors.

2.2. Test chemicals

The test chemical [-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-2-
nitroethene (G-1) (Fig. 1) used in the study was synthe-
sised at the Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ, Villa
Clara, Cuba). Purity (99.53%) was established by high-
pressure liquid chromatography (HPLC) analysis. The
same range of concentrations of the test agent (1, 5, 10,
15 and 20 pg/ml) was used for both the MN and SCE
assays, with and without metabolic activation. This
range was chosen by taking into account the survival

I\ ]
BrQ\;\NOZ

Fig. 1. Siructure of 1-(5-bromofur-2-yi)-2-bromo-2-nilrothene (G-1).
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and the general cytotoxic/cytostatic effects found in a
previous dose-range study. The test agent was dissolved
in dimethylsulfoxide (DMSO, CAS No. 67-68-5, Pan-
reac, Barcelona, Spain) at a final volume in culture of
1% of the total, which was also tested as solvent con-
trol. In the cultures without metabolic activation, the
positive control for testing MN was mitomycin C
(MMC, CAS No. 50-07-7, Sigma Chemicals, St. Louis,
MO, USA), at 0.67 and 0.067 pg/ml for treatments
lasting 3 and 48 h, respectively. For cultures with meta-
bolic activation, cyclophosphamide (CP, CAS No.
6055-19-2, Sigma), at 28 jg/ml was used. For SCE in
cultures without metabolic activation, MMC at 0.17
and 0.033 pg/ml was used for treatments of 3 and 48 h,
respectively, whilst in cultures with metabolic activation
1.4 pg/ml CP was used.

2.3. Metabolic activation

The metabolic activation fraction used was S9 from
male Sprague-Dawley rat treated with phenobarbital-
BNF mixture (protein 34.82 mg/ml) and was obtained
from CRIFFA (Barcelona, Spain). The S9 mix freshly
prepared, consisted of 1 ml of S9, 0.33 ml of 1 M KClJ,
0.32 ml of 0.25 M MgCl,. 6 H,0, 0.25 ml of 0.2 M glu-
cose-6-phosphate, 1 ml of 0.04 M NADP, 2.10 ml of
distilled water and 5 ml of phosphate buffer (pH 7.4).

2.4. Lymphocyte cultures

2.4.1. MN and SCE assays

Two blood cultures were established for each genetic
endpoint and concentration. Cultures were established
following the methodology standardised in our labora-
tory (Surrallés et al., 1992; Gonzalez Borroto et al., 2001).

The cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN)
was carried out using the standard technique proposed
by Fenech (1993) with slight modifications following the
methodology established in our laboratory and descri-
bed in previous works (Surrallés et al., 1994; Gonzilez
Borroto et al.,, 2001). For SCE demonstration, the
experiments were conducted in the same manner as we
recently reported (Gonzalez Borroto et al., 2001, 2002).
Staining was performed according to the fluorescence
plus Giemsa method (Perry and Wolf, 1974).

The same procedures were used for the assays con-
ducted in presence/absence of metabolic activation. In
the case of cultures with metabolic activation, 24 h after
the initiation of cultures, 0.5 ml of S9 mix was added
together with the test agent. After an incubation period
of 3 h at 37 °C, the test chemical and S9 mix were
removed from the culture. Concurrent cultures, treated
3 h without activating system, were set up. The pellet of
lymphocytes was washed twice with 5 ml of RPMI 1640
medium and resuspended in complete medium and the
cultures were incubated for 72 h at 37 *C.
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2.5. Microscopic observation

All slides were coded prior to scoring. MN and SCE
scoring was carried out by the same person using a
Leitz—Leica light microscope at 1000x magnification
under oil immersion. The criteria for scoring micro-
nuclei (MN) was as described by Fenech (1993) and
recently reviewed by Kirsch-Volders et al. (2000).

Five-hundred cells were scored to evaluate the per-
centage of cells with 1, 2, 3 and 4 nuclei. The number of
MN in 1000 binucleated (BN) cells was scored for each
treatment and the number of BN cells with MN was
also recorded. A cytokinesis block proliferation index
(CBPI) was calculated according to the formula:

CBPI = (M| + 2 My + 3(My1 + Miy)/N,

where M to My represent the number of cells with one
to four nuclei, respectively, and N is the number of cells
scored (Surrallés et al., 1995).

For the SCE analysis, 50 metaphases of second divi-
sion were examined for each treatment and donor. A
further 100 metaphases for each concentration were also
scored to determine the proportion of cells that had
undergone omne, two and three divisions. The pro-
liferative rate index (PRI} was calculated following the
expression:

PRI = (M, +2M, + 3M;)/N,

where M, M5 and M; indicate those metaphases corre-
sponding to first, second and third division and N the
total number of metaphases scored (Lamberti et al,,
1983).

2.6. Statistical analyses

Data for the BN cells with MN were compared for
each treatment using the one-tailed Fisher’s exact test.
The Chi-square test was used for the analysis of CBPI
and PRI among each treatment. For the statistical ana-
lysis of SCE, the normality of the distribution of SCE
scores was assessed by means of the Kolmogorov-
Smirnov test of goodness of fit; in cases where the SCE
data departed from normality, they were transformed
using a logarithmic transformation of the variable SCE.
Then the parametric ¢-test for independent samples was
used. The equality of variances was verified with the
Levene’s test. Statistical decisions were made with a
significance level of 0.05.

3. Results

The results obtained in the study on the induction
of MN by using the cytokinesis-block micronucleus
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technique, with and without S9 fraction, are shown in
Tables 1 and 2. The results obtained, both with and
without metabolic activation, after the treatment of
cultures with the compound G-1, indicate that this
furylethylenic derivative does not induce MN formation
under the current assay conditions. The frequency of
binucleated cells with micronuclei (BNMN) never
reached significantly different values when the treatment
groups were compared with the vehicle control.

[t must be indicated that clear cytotoxic/cytostatic
effects of the test agent were observed. As can be seen in
the tables, the CBP{ values decreased with increasing
doses of G-1, attaining statistical significance at several
concentrations. In cultures without S9 mix and treated
with the test compound for 3 and 48 h, clear cytotoxic/
cytostatic dose-related effects, mainly at higher doses,
were observed. The concentration of 20 pg/ml was
impossible to score in the 48 h treatment in donor (B);
and in the treatment lasting 3 h in donor (A) the doses
of 15 and 20 pg/ml were impossible to score due to the
cytotoxic/cytostatic effects of the G-1 compound.

Table 1

Induction of micronuclei (MN) and CBPI values in human lympho-
cyte cultures treated with G-1 for 43 h, and for 3 h with and without
S9 fraction. Donor A*

Treatment  Concentration MN  BNMN  %BN  CBPI
(ng/ml)
48 h DMSO (1%) 1 1 54 L19
1 13 13 50.8 1.65%**
5 13 11 54.8 1.69*
10 9 9 47.6 [.57***
20 13 13 41.2 1.48***
MMC (0.067) 87 84*** 33.2 1.44%**
3 h (—89) DMSO (1%) 8 8 57.6 1.86
1 9 8 54.4 191
5 9 9 55.2 1.78
10 7 7 43.6 1.52%**
15 b b _b b
20 _b _b _b b
MMC (0.67) 119 113%** 48.8 1.61%**
3h(+8S9) DMSO (1%) 14 13 54.2 1.99
1 6 6 62.4 1.95*
5 10 9 57.6 1.89*
10 13 13 55.2 1.86**
15 10 3 47.6 [.71%**
20 14 14 49.2 1.63%**
CP (28) 77 xR 34.8 [.45%**

One-lailed Fisher's exact lest for BNMN and Chi-square test for
CBPI.

4 MN, total MN; BN, binucleated; BNMN, binucleated cells with
one or more micronuclel; %BN, percentage of BN cells; CBPL, cyto-
kinesis-block proliferation index.

b Cytotoxic/cytostatic.

* P<0.05.

** Pg0.01.

**+ P<0.001.
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Table 2

Induction of micronuclei (MN) und CBPI values in human lympho-
cyte cultures treated with G-1 for 48 h, and for 3 h with and without
S9 fraction. Donor B**
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Table 3

Frequencies of sister-chromatid exchanges (SCE) and proliferative
rate indices (PR!) in cultured human lymphocytes treated with G-1.
Donor A®

Treatment Concentration (ug/ml) MN BNMN %BN CBPI Treatment Concentration (pg/ml) SCE/cell £SE PRI
48 h DMSO (1%) 13 12 60.4 1.81 48 h (—S9) DMSO (1%) 7.00£0.46 2.10
1 16 13 59.6 1.78 1 7.48+0.43 2.05
5 12 12 47.0 1.56*** 5 7.7840.52 1.83*%**
10 16 13 46.4 1.50*** 10 8.38+0.49* 1.79%**
20 b b -> b 15 7.94+0.43 L.75%**
MMC (0.067) 48 47%e* 52.0 1.63*** 20 7.80+0.50 1.37***
MMC (0.033) 28.30£0.97*** 1.83%**
3h(-S9) DMSO (1%) 7 6 57.8 1.84
1 10 10 628 . 1.86 3 h(-S9) DMSO (1%) 6.82+048 1.47
5 13 9 6l.4 1.74%** 5 7.86£0.45 1.98
10 10 8 544 1.64%*** 10 6.98+0.47 1.78
15 4 4 53.4 1.57*** 15 8.30+£0.51* 1.33**
20 9 9 440 148 20 -b -
MMC (0.67) 76 T74*** 55.8 1.63%** MMC (0.17) 17.62£0.69*** 1.95
3h(+S9) DMSO (1%) 8 8 662 192 30(+S9)  DMSO (1%) 7224044 1.97
1 7 7 60.4 1.86 5 7.48 +0.50 1.97
5 7 6 59.6 1.80** 10 7.38+0.44 1.83
10 10 9 54.8 1.79%** 15 8.34+045 1.87
15 10 8 600 1.88 20 9.20+0.60** 1.49%**
20 5 5 53.8 1.64*** CP (1.9 16.36£0.95%** 1.85
CP (28) 69 65%** 26.0 1.28%**

One-tailed Fisher’s exact test for BNMN uand Chi-square test for
CBPL

a2 MN, total MN; BN, binucleated; BNMN, binucleated cells with
one or more micronuclei; % BN, percentage of BN cells; CBPI, cyto-
kinesis-block proliferation index.

b Cytotoxic/cytostatic.

* P<0.05.

** P<0.01.

**++ P<0.001.

On the other hand, in cultures with S9 mix, a reduc-
tion of the cytotoxic/cytostatic effects of the test agent
was observed. Although the CBPI values decreased with
the treatment, the doses of 15 and 20 pug/ml could be
evaluated in the two donors studied. This would indi-
cate a possible detoxification mechanism or the possibi-
lity that the metabolic enzymes present in the S9
fraction exert a deactivation over this furylethylenic
derivative, by which theses enzymes lead to the form-
ation of species with lower cytotoxic/cytostatic effects,
as well as with lower genotoxic effects.

Tables 3 and 4 show the frequencies of SCE and the
PRI values obtained after the treatment with the G-1
compound. The analysis of the results obtained from
the different experimental conditions indicates that this
compound has a slight/moderate SCE inducing capa-
city. The test agent produced an increase in the fre-
quencies of SCE, both with and without metabolic
activation, although, in general, the increases were
observed in the treatments without S9. It must be indi-
cated that the highest SCE increases were mainly
observed at the highest concentrations tested, in which a
significant reduction in the PRI values was obtained.
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i-test with Levene’s test for SCE; Chi-square test for PRI,

3 A total of 50 second division metaphases were scored for each
concentration.

b Cytoloxic/cytostatic.

* P<0.05.

** P<0.01.

**+ P<0.001.

In the experiments with S9 mix, a slight tendency to
reduce the SCE values was observed. It can therefore be
considered that the presence of S9 mix reduces and/or
eliminates the possible genotoxicity of this furylethylene
derivative.

With respect to the cytotoxic/cytostatic effects of the
compound, when the two methods for measuring these
effects (CBPI and PRI) were compared, a general trend
could be seen. The cytotoxic/cytostatic effects were
mainly found at doses higher than 15 pg/ml; however, in
both assays when the test agent was tested in the pre-
sence of S9 fraction, a reduction in the cytostatic effects
was found. All these results indicate the possible detox-
ification of the test agent by the metabolism of 89 mix
enzymes. This decrease in the cytotoxic/cytostatic effects
is accompanied by a reduction in the genotoxic poten-
tial of the test agent G-1, as can be seen by the increase
in SCE frequencies.

4. Discussion
A large number of aromatic amines and nitro-

compounds are still used in industrial processes (Haack
et al., 2001). As indicated before, nitrofurans are an



ARTICULOS

J.1. Gonzdlez Borroto et al. | Food and Chemical Toxicology 42.(2004) 187193

Table 4

Frequencies of sisler-chromatid exchanges (SCE) and proliferalive rate
indices (PRI) in cultured human lymphocytes treated with G-1. Donor
BI.I

Treatment Concentration {(pg/ml)  SCE/cell+£SE PRI

48 h (—S9) DMSO (1%) 6.38+0.41 1.94
1 5.60+0.37 1.84
5 6.52+£0.40 1.71*
10 6.84+0.38 1.68***
15 7.0240.39 1.71**
20 _b _b
MMC (0.033) 17.66+0.62%** 1.89

3 h (-S9) DMSO (1%) 6.16+0.37 2.4
5 7.60+0.49* 2.28
10 7.421+0.49* 1.93#**
15 7.52+0.37* 1.64***
20 9.20£0.50%** 1.40%**
MMC (0.17) 14.44 +0.60*** 241

3h(+S9) DMSO (1%) 6.38+0.40 2.26
5 6.66+0.42 231
10 6.86+0.39 2.24
15 7.90+0.38%**= 2.07*
20 7.02+0.38 2.03**
CP(1.4) 17.62£0.79%** 2.28

t-test with Levene’s test for SCE; Chi-square test tor PRI

2 A total of 50 second division metaphases were scored tor each
concentration.

b Cytotoxic/cytostatic.

* P<0.05.

** P<0.0l.

*#** P<0.001.

important group of chemicals used today as anti-
microbial agents in human and veterinary medicine,
even though mutagenic and carcinogenic properties
have been shown for several of these compounds
(McCalla, 1983; Ni et al., 1987; Hamilton-Miller, 1997).
Due to the fact that the presence of a nitro group at
position 5 of the furan ring is not a necessary condition
to reach antimicrobial activity of 2-furylethylenes, some
derivatives with the nitro group outside the furan ring
have been synthesised. Among them, the G-1 derivative
tested in our work has shown interesting biological
properties. Nevertheless, the genotoxic evaluation of
this class of chemicals and the assessment of their
genotoxic risk is still important.

There is clear evidence for the possible detoxification
of nitrofurans when they are evaluated in presence of
activating metabolic systems or in in vivo studies (Mur-
thy and Najaria, 1980; McCalla, 1983; Skeggs et al.,
1984; Gajewska et al., 1990; Gonzalez Borroto et al.,
2001-2003; Suter et al., 2002). Differences between the
behaviour of nitrofurans and other nitroaromatic com-
pounds have been reported, such as the unusual ring
opening that occurs in nitrofurans when they are sus-
ceptible to reduction, forming an inactive saturated
nitrile (Debnath et al., 1993). Although the genotoxic
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mechanism of action of some 5-nitrofurans still remains
unelucidated (Rahden-Staron et al., 2001), the muta-
genicity of several aromatic nitrocompounds is thought
to be induced by chemical modification of deoxy-
ribonucleic acid (DNA), resulting from an electrophilic
attack of an activated nitrogen intermediate, at the
purine bases of DNA. The reactive electrophilics are
supposed to be generated by two reduction steps from a
nitroarene leading first to the corresponding nitroso
compound and subsequently to the hydroxylamine,
which is further activated by O-acetylation, O-sulfata-
tion or O-protonation (Haack et al.,, 2001). At the same
time, it should be pointed out that a low electronic
density on carbon atom 2 of the furan ring (C2) could
promote the loss of potential nitrenium ion formation
and, therefore, reduce the genotoxicity of some nitro-
furan derivatives (Debnath et al., 1993).

Although the furylethylene derivatives with the nitro
group coupled outside the furan ring are isomers of the
S-nitrofurylethylene derivatives, their structural differ-
ences can produce significant changes in the physico-
chemical, chemical and biological properties and thus in
their genotoxicity (Estrada, 1998; Gonzéilez Borroto et
al., 2001-2003). There are several experimental data
showing that only those derivatives with the nitro group
in position 5 of the furan ring are mutagenic, and the
substitution of this functional group results in the loss
of mutagenic activity (McCalla, 1983; Sturdik et al.,
1985). Besides, studies on the analysis of the electronic
molecular structure of 2-furylethylene derivatives, using
a molecular orbital method, showed marked electronic
differences among nitro groups at different positions
from the 2-furylethylene framework. The nitro group at
position 5 of the furan ring is more sensitive to reduc-
tion in biological media than those groups at position p
of the exocyclic double bond. Due to this fact, some
compounds with the nitro group at the exocyclic double
bond were classified as non-mutagenic with over 90%
probability (Estrada, 1998). Hatcher et al. (1995) studying
the metabolic reduction of novel 3,4-dichloro-5-nitrofur-
ans in Salmonella typhimurium found that some com-
pounds could produce oxime and amine derivatives which
were non-mutagenic at doses up to about 100 pg/ml.

The results obtained with the G-1 compound also
agree with our recently reported data on the in vitro and
the in vivo genotoxicity of two other furylethylene deri-
vatives chemically related [2-furyl-1-nitroethene (G-0)]
and [1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene (2-BNF)]. The-
ses derivatives were considered slightly genotoxic in the
in vitro SCE assay and the weak increase obtained in
the frequency of SCE disappeared in presence of S9
mix. On the other hand, the in vivo micronucleus study
in mouse bone marrow of mice with the G-0 compound
showed negative results at the doses assayed, and at
both sampling times (Gonzalez Borroto et al., 2001-
2003).
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Other studies with the G-1 compound using the Sal-
monella/microsome assay and the micronucleus test in
bone marrow of mice produced comparable results with
our data (Ramos et al, 1997). A direct mutagenic
activity of the product was observed in Salmonella
TA98 and TA100 strains in absence of the S9 mix. The
mutagenic response was lowered when exogenous
metabolic activation (S9) was used, and it was necessary
to increase the dose of the G-1 compound up to almost
10-fold in the assay with S9 fraction to obtain a positive
response. In the MN assay, when the compound was
administered twice with an interval of 24 h between
administrations at a dose of 16 mg/kg, a strong cyto-
toxicity was seen in the bone marrow of mice, but no
effect on the frequency of micronuclei was detected.
When this nitroalkene derivative was given in a single
administration to male mice in a dose range of 10-20
mg/kg, and two samplings 24 and 48 h later were done,
the results of the micronucleus test showed a weak
response at the 48 h sampling, with MN being elevated
by a factor of 2.6 at doses of 15 and 17.5 mg/kg,
although the frequency obtained was within the normal
range reported for CD-1 mice (Krishna et al., 2000). At
the higher dose of 20 mg/kg a sudden rise in MN was
observed for both sampling times, but at this dose the
compound showed a high toxicity: one dead animal was
registered and other signs of toxicity were observed in
the treated animals.

Recently, Slapsyte et al. (2002) reported the results of
cytogenetic testing of the classic 5-nitrofuran nitrofur-
antoin in vitro in human lymphocytes, at concentrations
of 20 and 40 pM, showing the induction of both chro-
mosome aberrations and SCE. In addition, these
authors studied the effects of nitrofurantoin, used for a
long-term (1-12 months) antimicrobial prophylaxis of
urinary tract infection in children, and no statistically
significant increases in chromosome aberrations and
SCE frequencies were detected in the treated children,
indicating a possible in vivo detoxification.

Taking into account our results together with the data
previously mentioned, it might be expected that the
genotoxicity of the furylethylene derivative G-1 is rela-
ted mainly with cytotoxic effects. According to our data,
we conclude that the G-1 compound could be con-
sidered as a slight/moderate SCE inducer agent, mainly
at cytotoxic doses and in the absence of metabolic acti-
vating systems. Low genotoxic effects would be expec-
ted for this kind of 2-furylethylene derivatives and,
therefore, it may be possible to determine a safe dose
range for therapeutical use. Taking into account that in
our study it was not possible to evaluate concentrations
leading to a reduction of near 50% in the CBPI (MN
data) and in the PRI (SCE data), a genotoxic potential
of G-1 cannot be excluded. On the other hand, further
genotoxicity studies measuring other types of DNA
damage, both in vitro and in vivo, are still necessary.
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The genotoxicity of three 2-furylethylene derivatives and
four S-nitrofurans was evaluated by using the comet assay
in human lymphoblastoid cuitured TK6 cells. The
2-furylethylene derivatives were 2-furyl-1-nitroethene,
1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene and 1-(5-bromofur-2-
yD)-2-bromo-2-nitroethene, while the S-nitrofurans were
nitrofurantoin, nitrofurazone, furazolidone and 5-nitro-
2-furanacrolein. The treatments lasted for 3 h in the
absence of metabolic activation. No genotoxic effects were
observed for two of the 2-furylethylene compounds, while
the derivative 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene showed a
statistically significant response mainly at the highest con-
centration tested; this effect was considered biologically
relevant and the compound was classified as slightly geno-
toxic. On the other hand, for the classical 5-nitrofurans
tested there is a tendency towards a dose-related increase
of the DNA damage in the comet assay and the observed
increases for the parameters analysed (Olive tail moment,
tail % DNA and tail length) were significant for all com-
pounds. Then, the four S-nitrofurans tested were con-
sidered genotoxic. These results show that the position of
the nitro group influences the genotoxicity of the assayed
compounds. Thus, in this comet assay, the 2-furylethylene
derivatives having the nitro group attached outside
the furan ring appear to be much less genotoxic than the
S-nitrofurans.

Introduction

It has been shown that different 2-furylethylene derivatives
possess interesting biological properties and potent microcidal
activity (1,2). Thus, these novel synthetic compounds have
been proposed for their possible use in human and veterinary
medicine.

Although these derivatives are not properly nitrofurans,
the 2-furylethylene compounds with the nitro group located
outside the turan ring are isomers of position of the classical
S-nitrofuran derivatives. Nevertheless, and contrary to the
well-known genotoxicity of the 5-nitrofurans, the 2-furyl-
ethylene derivatives are considered not genotoxic (3). To
test this hypothesis, our group has focused its efforts on the
genotoxic evaluation of several 2-furylethylene derivatives by
using different well-known in vitro and in vivo genotoxicity
assays (4-8). The results of our studies showed the lack of
genotoxicity in the in virro and in vivo assays evaluating the
induction of micronuclei. Nevertheless, slight increases in the

sister chromatid exchanges (SCE) frequencies have been found
mainly in the absence of the S9 microsomal fraction in the
in vitro assays (4,5,7).

To confirm the different genotoxic potential of 2-furyl-
ethylene and 5-nitrofurans compounds, and bearing in mind
their structural ditferences, mainly due to the position of the
nitro group, we have measured the induction of DNA breakage
by several compounds belonging to both families of chemicals.

DNA damage induction has been evaluated by means of the
single cell gel electrophoresis assay, also called the comet test.
This assay is considered a rapid, simple and sensitive technique
for measuring DNA damage (9). In in vitro studies, it has
emerged as a very sensitive method for detecting the genetic
damage induced by different genotoxic agents such as radiation
(10), pesticides (11) and arsenic compounds (12), as well as for
examining DNA repair under a variety of experimental condi-
tions (13). With the alkaline (pH > 13) version of the assay,
etfects such as DNA single-strand breaks (SSB), alkali-labile
sites and SSB associated with incomplete excision repair sites
can be easily analysed by the DNA that migrates out of the cell
nucleus (9).

Materials and methods

Cells used

The study was carried out using an established human lymphoblastoid cell line
(TK6). This is a standard cell line with a stable karyotype, usually used in
mutagenicity studies. The cells were maintained in suspension cuiture in RPMI
1640 niedium supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum,
1 mM pyruvate, 2 mM L-glutamine, 50 [U/mi penicillin, 50 p.g/mi streptomycin
and 2.5 [U/ml amphotericin B. The cultures were incubated at 37°C in a
5% CO, incubator at 95% humidity.

Chemicals

The 2-furylethylene derivatives, 2-furyl-1-nitroethene (G-0, purity 96.38%),
1-(5-bromotur-2-yl)-2-nitroethene (2-8NF, purity >96%) and 1-(5-bromofur-
2-yl)-2-bromo-2-nitroethene (G-1, purity 99.53%) used in the study were
synthesized at the Centro de Biouctivos Quimicos (CBQ, Vilia Clara,
Cuba). The 5-nitrofurans used in the study were nitroturantoin (NFT, purity
>99%), nitrofurazone (NFA, purity >99%), furazolidone (FZ, purity 98%) and
5-nitro-2-turanacroiein (5-FAC, purity 97%) and were obtained from Sigma
(Barcelona, Spain) (Figure 1).

Treatments

Preliminary cytotoxicity assays were conducted using similar conditions to
those used in the main study. They were carried out to determine the toxicity
of the selected chemicals and to choose the concentrations to be used in the
genotoxicity experiments.

Aliquots of 1 mi of cell suspension (10* TK6 celis) in RPMI 1640 medium
were dispensed into eppendorf tubes. Two replicate cultures for concentration
in each of the two experiments were established. All tested compounds were
dissolved in dimethyl sultoxide (DMSO, Panreac, Barcelona, Spain) just prior
to treatment at the correct concentrations. DMSO was also tested as solvent
control.

Aliquots of 10 pl of each treatment solution were added to the cultures and
cells were incubated for 3 h at 37°C. The positive control group was treated
with 10 pl of hydrogen peroxide (H;O2, Sigma, Barcelona, Spain) at
a concentration of 2000 pM. After treatment, the cells were pelleted and

*To whom correspondence should be addressed. Tel: +34 93 581 2052; Fax: +34 93 581 2387; Email: ricard.marcos@uab.cs
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Fig. 1. Chemical structures of the tested compounds. 1: G-0; 2: G-1;
3: 2-BNF; 4: NFT; §: NFA, 6: 5-FAC; and 7: FZ.

washed twice in tresh RPMI 1640 medium and, finally, resuspended in 0.25 mi
of fresh medium for the comet assay.

Cell viability was assessed, as soon as possible, after the treatments with a
mix of fluorescein diacetate and ethidium bromide (EtBr) (14). Two hundred
cells were scored for each concentration. The viability at the highest selected
dose was >70%, which agrees with the usual testing conditions used and
recommended for the comet assay (9,15).

Comet assay

The comet assay was performed, as previously described (16), with minor
modifications. The cell sumples (~40 000 cells in 20 ) were carefully resus-
pended in 75 ul of 0.5% low melting point agarose (LMA), layered onto
microscope slides pre-coated with 150 .l of 0.5% normal melting point agarose
(dried for 10 min at 65°C) and spread with a coverslip. After solidification (for
10 min at 4°C) and removal of the coverslip, 75 ul of 0.5% LMA was again
added to the slides, covered and kept for 15-20 min at 4°C. Then the coverslips
were removed and the slides were immersed in cold fresh lysing solution
(2.5 M NaCl, 100 mM Na;EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1% Triton
X-100 and 1% laurosylsarcosinate, pH 10) for 2 h at 4°C in a dark chamber.
To avoid additional DNA damage, the following steps were performed under
dim light. The slides were placed for 40 min in a horizontal gel electrophoresis
tank filled with cold electrophoretic buffer (1 mM Na, EDTA and 300 mM NaOH,
pH 13.5) to allow DNA unwinding. Electrophoresis was performed in the same
buffer for 20 min at 0.73 V/cm and 300 mA. Unwinding and electrophoresis
were done in an ice bath. After electrophoresis, the slides were neutralized
twice for 5 min with 0.4 M Tris (pH 7.5) and fixed with 3 ml of absolute ethanol
for 3 min. The slides were stained with 50 pl of EtBr (0.4 jg/ml) just before the
analysis. Finally, the images were examined at 400X magnification with a
Komet 3.1 Image Analysis System (Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, UK) fitted
with an Olympus BX50 Huorescence microscope equipped with a 480~550 nm
wide band excitation filter and a 590 nm barrier filter. One hundred randomly
selected cells (50 cells from each of the two replicate slides) were analysed per
sample. The Olive tail moment, the tail percentage DNA and the tail length
were used as measures of DNA damage and computed using the Komet version
3.1 software.

Statistical analysis

Only cells with a defined head were scored. The statistical analysis of the three
parameters was done using the one-tailed Dunneit’s test with the SPSS 11.5
program. Positive response was considered taking into account both biological
and statistical relevance and a positive result was considered significant when
P < 0.05. The mean, mean range and 95% confidence limits for the mean of the
historical negative control from our laboratory were also considered in the
interpretation of the results.

Results

The results obtained in the induction of DNA damage
following treatments with each of the selected chemicals are
presented in Table I. TK6 cell treatments lasted for 3 h and
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were carried out without S9 metabolic fraction because, in
previous studies, the 2-furylethylene compounds tested only
increased the SCE frequency in these treatment conditions.
To obtain comparable data, the same treatment conditions
were used with both sets of compounds, 2-furylethylenes and
S-nitrofurans. Table [ indicates the mean values for the Olive
tail moment, tail % DNA and tail length from two different
experiments for each evaluated concentration.

The cell survival was assessed in preliminary experiments.
For each compound and concentration tested, the viability was
higher than 70% (data not showed). In general, the results for
the three 2-furylethylene derivatives showed no excessive
increase in DNA damage. The derivatives G-0 and G-1 were
unable to induce DNA damage after the 3-h treatment at any of
the assayed concentrations, when compared with the concur-
rent and historical vehicle controls. In both cases, positive
controls showed clear and significant increases in the genetic
damage measured.

For the compound 2-BNF, statistically significant differ-
ences ‘were observed after the wreatment with the highest con-
centration tested for the tail % DNA and the Olive tail moment.
For the tail length, significant increases were found for the
three concentrations evaluated. The results obtained with the
four classical S-nitrofuran compounds showed, in general, a
tendency towards a dose-related increase and significant
increases in the induction of genetic damage taking into
account the three parameters analysed.

NFT and 5-FAC induced DNA damage at the concentra-
tions assayed, after treatments lasting for 3 h. Although in both
cases, and at some concentrations, no statistically significant
increases were found with respect to the mean values obtained
in the controls, the results were considered biclogically rele-
vant when compared with the historical negative control data
from our laboratory.

The results obtained with the two other S-nitrofurans evalu-
ated showed clear positive responses when compared with the
concurrent and historical controls, for all the concentrations
tested.

Discussion

In previous experiments carried out in our laboratory with the
derivatives G-0, G-1 and 2-BNF, only slight increases in the
frequency of SCE were observed in cultured human lympho-
cytes after treatments without metabolic activation (4,5,7).
Nevertheless, no induction of micronuclei was detected in
such studies and, consequently, the tested compounds were
considered as not genotoxic or very weakly genotoxic. To
provide more data about the eventual genotoxic potential of
these derivatives and to demonstrate a possible structure—
activity relationship, we have pertormed the genotoxic evalu-
ation of these compounds by using the comet assay and
comparing the results with those obtained in the testing of
classical 5-nitrofurans. Treatments were carried out without
metabolic activation and, in the case of the 2-furylethylenes,
whenever possible, the same range of concentrations applied in
the previous SCE assays were used. The concentrations used
for the 5-nitrofurans were established taking into account data
reported in previous genotoxicity studies (17-20).

Two of the three 2-furylethylene derivatives assayed (G-0
and G-1) have been unable to induce DNA damage as
expressed by a significant increase in the parameters analysed
and, as a consequence, they were considered non-genotoxic
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Table I. DNA damage in the TK6 cells after the exposure to the test compounds analysed with the comet assay

Treatment (ug/ml) Tail % DNA (mean * SD)*

Olive wil moment (mean * SD)* Tail length (mean * SD)?

G-0

Control 16.48 * 9.49

1 15.18 £ 9.18

5 15.07 = 10.10

10 16.19 = 10.23

H>0, (2000 pM) 43.96 * 18.12***
G-1

Control 6.34 + 5.02

0.25 6.95 * 5.39

0.5 9.80 + 7.08*"*

1 7.86 * 6.59°

H,0: (2000 M) 15.30 * 8.36*""
2-BNF

Control 13.84 + 8.29

1 13.78 * 8.96

5 14.06 £ 9.34

10 17.58 = 1027

H.0. (2000 pM) 4124 * 19.63"**
NFT

Control 2757 £ 11.57

2 32.81 * 11.01™**

5 24.66 * 12.58

10 31.95 = 10.19**"

15 29.12 * 10.51

H>0, (2000 pM) 53,78 £ 12.23**°
5-FAC

Control 16.00 + 8.04

0.5 15.13 £ 9.78

1 16.53 * 10.76

2 21.74 * 13.28***

H20, (2000 pM) 27.97 * 13.43*"
NFA

Control 1425 = 7.58

5 1731 + 9.87°

10 22.66 * 10.99"**

20 16.99 = 9.40°

30 20.47 = 11.00**

H;0; (2000 pM) 29.51 * 16.55"**
FZ

Contrsol 16.96 * 9.06

20 26.00 * 11.43°*"

30 2045 * 12.06*

60 39.48 + 17.07""*

H20, (2000 pM) 45.68 = 16.48**"

1.90 + 1.32 27.90 £9.19
177 £ 1.26 27.89 * 10.01
2.02 = 1.44 30.50 £ 10.37°
223 = 1.48 3197 = 11.97
6.98 £ 4.06"" 43.03 = 1027
1.06 £ 0.98 28.38 = 10.26
120 = 1.02 27.61 = 10.02
1.20 £ 1.02 26.81 = 10.98
142 £ 1.25 27.39 = 10.00
6.98 £ 4.06*"* 30.64 x 9.62°
1.60 = 1.07 25.82 = 8.97
1.81 =130 31.25 £ 11257
1.85 + 1.26 3L £ 11637
232 + 141”7 31.86 = 1036
6.96 £ 4.34** 49.59 £ 9.84**
278 = 1.17 36.25 = 9.71
3.73 £ 1.59*"" 49.23 x 1525
247 £ 1.27 4223 + 16.07°**
321 = 1.38" 43.95 = 9.14*"
297 £1.28 41.76 £ 11.14***
739 £ 2.76"* 5111 £ 936
195 £ 1.13 25.85 £ 795
196 = 141 3820 % 1341
223 £ 144 38.65 = 12.96™*
298 £ 2.09"" 39.44 + 1225
430 £ 2.20"" 4151 * 10.36"°*
2.50 £ 1.36 28.86 * 7.80
4.01 £ 233" 40.11 * 1118~
4.01 £ 2.33°*7 44.75 £ 11.60°**
3.36 £ 2.08" 4344 * 11.93*

42.87 * 10.14***
48.06 = 12.89*°*

4.15 £ 237"
6.78 £ 4.42***

2.16 = 1.27 3235 £ 8.93
345 £ 190" 41.39 x 12.34"
2.88 = 1.88" 39.17 x 1365

577 £ 3.4
8.16 * 3.90"*"

42.54 + 1098
48.31 £ 9.81"*"

200 cells were analysed for each concentration from two experiments. Two replicate cultures and 100 cells analysed in each experiment.
‘P < 0.05,**P < 0.01, ***P < 0.00! when compared with the control. One-tailed Dunnett’s test.

under the experimental conditions used in the comet assay.
Although the G-1 compound showed a statistically significant
increase in the tail % DNA at the two higher concentrations
assayed, this was not considered biologicaily relevant since
the values are between the 95% confidence limits of historical
control data and are significantly fewer when compared with
the mean observed for the historical negative control (Table IT).

In the case of the G-0 derivative, only a clear increase in the
tail length was observed at the highest concentration tested, but
it was lower than the top of the historical control range for the
mean and the reached increase is only slightly higher when
compared with the mean for the historical control and the top of
the 95% confidence limits (Table II). Thus, the increase was
considered to be without biological relevance.

The derivative (2-BNF) showed a slight but statistically
significant increase mainly at the highest concentration evalu-
ated, and was considered slightly genotoxic in the present
assay. The genotoxic effects were observed in all the paramet-
ers evaluated to determine a positive response in the DNA
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Table II. Historical negative control data from our laboratory for the
comet assay in TK6 cells

Tail % DNA Olive tail moment Tail length

Mean range Mean range Mean range
(6.34-27.57) (1.06-2.78) (25.82-36.25)

Mean = SD Mean * SD Mean * SD
(15.92 = 10.39) (1.99 = 1.30) (29.35 £ 9.64)

95% Confidence
limits for mean
(15.38-16.47)

95% Confidence
limits for mean
(1.93-2.06)

95% Confidence
limits for mean
(28.84-29.85)

damage. Nevertheless, the increases were slightly higher when
compared with the mean obtained in the historical control
regarding the parameters analysed for the present comet assay
(Table ID).

With G-0 and 2-BNF, we have used the same range of
concentrations in the current comet study as in the previous
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SCE assays. Nevertheless, G-1 has proved to be more toxic in
TKG6 cells than in lymphocytes, hence the concentrations used
in this work were lower.

The four S-nitrofurans studied were considered genotoxic,
including NFA and FZ, and they induced the highest increases
in the DNA damage when compared with both concurrent and
historical controls. These positive results are in concordance
with the reported genotoxicity for the different S-nitrofurans,
including NFA and FZ. Thus, Anderson et al. (18) reported
positive results in the incidence of chromosome aberrations for
NFA and high increases in the percentage of aberrant cells in
the absence of S9 mix at the concentration range 23-40 pg/ml.
In addition, NFA caused a marked increase in the frequency of
SCE at the concentration range 10-15 p.g/ml that is close to the
range used in the current study (5-30 pg/ml).

NFA and FZ were reported as strong mutagens on TA97
and TA102 strains of Salmonella typhimurium and induced
the SOS-repair system in the PQ37 strain of Escherichia coli
(21). Moreover, NFA showed clear evidence of carcinogenicity
in female rats (mammary glands) and in female mice (ovary).
NFA induced point mutations in Salmonella typhimurium and
in mouse lymphoma L5178Y cells and aiso induced SCE and
chromosome aberrations in Chinese hamster ovary cells (22).

FZ was reported as the most potent mutagen among eight
nitrofurans tested in strains of S.typhimurium TA98, TA9SNR
and TA98/1,8-DNPs (17). Significant increases in the fre-
quency of SCE in cultures of human lymphocytes at the con-
centrations of 4-10 ug/ml were observed in an in-vitro study
with FZ, as well as in in-vivo experiments (23).

The other two 5-nitrofurans studied, NFT and 5-FAC, were
considered to be genotoxic in the present comet experiments at
the concentrations assayed. Although, for both compounds, at
some concentrations the increase observed for the tail % DNA
and Olive tail moment was not statistically significant when
compared with their concurrent control treatments, the values
obtained for these :;parameters were significantly higher when
compared with the mean for the historical control. On the other
hand, the compounds showed significant increases in the tail
length for all the concentrations evaluated. NFT has been
reported to induce slight increases in the percentage of chro-
mosome aberrations and SCE, in the absence of metabolic
fractions, at concentrations of 25 and 50 p.g/ml (18), as well
as in the presence/absence of a metabolic fraction (22). In
addition, NFT showed some evidence of carcinogenicity in
male rats (kidney) and, in temale mice, it showed clear evi-
dence of carcinogenicity (ovary), as well as positive results in
the induction of mutations in S.ryphimurium and in the mouse
lymphoma assay without metabolic activation.

Slapsyte er al. (19,20) published positive chromosome aber-
rations and SCE induction in in-vitro studies with human
lymphocytes for NFT and furagin, a compound chemically
and structurally similar to NFT. Both chromosome aberrations
and SCE increases were observed in continuous 24-h treat-
ments at concentrations of 2040 pM, although high concen-
trations of furagin were required to induce chromosome
aberrations in treatments lasting for 3 h.

The compound 5-FAC is a highly cytotoxic agent in the
TK6 cultures showing the highest cytotoxicity among the
S-nitroturans tested. 5-FAC was considered a potent mutagen
in TA98, TA98NR and TA98/1,8-DNP; S.typhimurium strains
(17). Taking into account the present results in the comet
assay, together with data from our previous studies, it seems
that the compounds belonging to the series of 2-furylethylene
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derivatives, with the nitro group attached outside the furan ring,
show lower genotoxic effects than the classical 5-nitrofurans
compounds.

These results reinforce the view that the position of the nitro
group gives to these two classes of nitro-compounds important
differences in their genotoxicity. Thus, 2-furylethylene deriv-
atives with the nitro group coupled outside the furan ring
appear to be lower genotoxic agents when compared with the
5-nitrofurans. This would agree with several experimental data
showing that only those derivatives with the nitro group in
position 5 of the furan ring are mutagenic and the substitution
of this functional group leads to the loss of mutagenic activity
(3,24,25).

On the other hand, there is evidence for the possible
detoxification or lower genotoxic effects of nitrofurans and
2-furylethylene derivatives in the presence of activating meta-
bolic systems or in in vivo studies (4-7,20,21,24,26-28). For
that reason, it may be possible to determine a safe dose range
for this kind of 2-furylethylene derivatives for their therapeutic
use. However, further in vivo genotoxicity studies are needed to
elucidate the genetic safety of these chemicals.
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The compound 2-furyl-1-nitroethene (G-0) has been tested to
determine its ability to induce clastogenic or aneugenic effects in
vivo, through the induction of micronucleated polychromatic
erythrocytes (MNPCE) in mouse bone marrow. Groups of five
CD-1 male mice were administered once intraperitoneally at a
dose range of 5-20 mg/kg and bone marrow was sampled at 24 and
48 h after the treatment. G-0 was dissolved in corn oil, thus a
vehicle control group received only corn oil at 10 ml/kg. The
positive control group was administered with cyclophosphamide
(40 mg/kg). All animals dosed with the highest concentration of
the test agent (20 mg/kg) showed evident clinical symptoms of
toxicity. Although evidences of bone marrow toxicity were ob-
served, no statistically significant increases in the incidence of
MNPCE over the vehicle control group were observed at any
sampling time with any of the assayed doses of the G-0 compound.
Cyclophosphamide treatment increased the incidence of MNPCE
in all treated animals, demonstrating the sensitivity of the assay
conditions in which it was carried out. From the results obtained,
it is concluded that the test agent G-0 is neither clastogenic nor
aneugenic in the erythrocytes from the bone marrow of treated
mice at the doses tested.

Key Words: micronucleus assay; mice; furylethylenes; polychro-
matic erythrocytes; bone marrow.

Genetic toxicology studies have given rise to a number of
testing procedures, both in vitro and in vivo. They have been
designed to assess the effects of chemicals on the genetic
material and, consequently, to assess the risk to living organ-
isms including humans. To provide a broad coverage of the
mutagenic and presumably carcinogenic potential of a chemi-
cal, information on different levels of genotoxic effects, e.g.,
gene, chromosomal, and cellular apparatus necessary for chro-
mosome segregation, is required. Thus, the micronucleus assay
has been widely used to measure genotoxicity, both in vivo and
in vitro. The assay, when performed appropriately, detects
clastogenicity due to chromosome breakage, and also aneuge-
nicity, due to chromosome lagging resulting from dysfunction
of mitotic apparatus (Krishna and Hayashi, 2000).

' To whom correspondence should be addressed. Fax: + 34-93-5812387.
E-mail: ricard.marcos @uab.es.

Some nitro-compounds, among them the 5 nitrofurans, have
showed genotoxicity and carcinogenicity in different experi-
mental systems. Although there is also evidence that the furyl-
ethylene derivatives with the nitro group outside the furan ring
do not show genotoxic effects (IARC, 1974; Jurado and Pueyo,
1995; McCalla, 1983; Ni er al., 1987; Sturdik er al., 1985). We
have been studying a novel group of furylethylene derivatives,
which have like common characteristic that the nitro group is
attached in the exocyclic double bond of the ethylenic chain.
In vitro studies, by using both the micronucleus (MN) and
the sister chromatid-exchanges (SCE) test in cultured hu-
man lymphocytes, have been performed previously. These
studies showed negative response in the micronucleus assay,
with and without metabolic activation, and a slight increase in
the SCE frequency has been observed, mainly in the absence of
the S9 fraction. The slight effect disappears in the presence of
the metabolic activation system (Gonzdlez Borroto er al.,
2001).

To obtain more insight into the genotoxic potential of this
group of furylethylene derivatives, and to confirm the results
obtained in the in vitro studies, an in vivo mutagenicity study
has been carried out by using the mouse bone marrow-micro-
nucleus test. In this study 2-furyl-1-nitroethene was selected as
an example to assess the possible in vivo genotoxic potential of
this chemical class, by measuring its effects on the formation
of micronuclei in polychromatic erythrocytes (PCE) from the
bone marrow of treated mice.

MATERIAL AND METHODS

Test compound. The test agent 2-furyl-1-nitroethene (G-0) was synthe-
sized and kindly supplied by the Centro de Bioactivos Quimicos, Universidad
Central de Las Villas, Cuba. Purity wus 96.38%, as established by using
high-pressure liquid chromatography (HPLC). Its chemical structure is indi-
cated in Figure .

Mouse bone marrow micronucleus test. CD-1 male mice, supplied by
Charles River France, were maintained on A04C diet (Usine d*Alimentation
Rationnelle, UAR, France) and water ad libitum, and kept under controlled
conditions (22 * 2°C, 30-70% relative humidity, and a 12-h light/dark cycle).

Animals were 6—7 weeks old when used for the determination of the doses
in a preliminary dose-range-finding study; as well as in the main study for the
micronucleus test. The test agent was dissolved in com oil (Sigma-Aldrich,
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FIG. 1. Chemicat structure of the 2-furyl-I-nitroethene (G-0).

Spain) and the solution was administered intruperitoneully at the volume of 10
ml’kg of body weight. The negative control group received com oil-only, while
the positive control group was treated with cyclophosphamide (CP) at the
concentration of 40 mg/kg, dissolved in physiologic solution.

In the preliminary dose-range finding experiment, animals were treated with
G-0 in doses ranging from 10 to 100 mg/kg, and clinical signs of toxicity and
deaths were recorded 24 h later. According to the symptoms of systemic
toxicity elicited by G-0 and exhibited by animals, a series of three doses from
5 to 20 mg/kg was chosen to assess the micronuclei induction.

The micronucleus assay was conducted using a method based on the OECD
and European Union guidelines (European Union, 1992; OECD, 1997).
Briefly, groups of five mules were treated with G-0 (5, 10, or 20 mg/kg body
weight). Only male mice were used, becuuse in a previous study there was no
marked sex-related difference in toxicity for this class of furylethylene deriv-
atives (Ramos et al., 1997). Separated groups of animals were killed at 24 and
48 h after dosing, by cervical dislocation. In the first sample time-period,
animals dosed with the three doses (5, 10, or 20 mg/kg) were used; in the
second sampling time, only animals treated with the high dose (20 mg/kg) were
used. Femurs were removed and bone marrow collected in tubes containing 2
ml of fetal calf serum and centrifuged 5 min wt 180 X g Two smears were
prepared and allowed to air dry, prior to fixation and staining with acridine
orange solution. One drop of 0.04 mM acridine orange solution in Sérensen’s
phosphate buffer is placed on the fixed cells under a coverslip. Observations
were made within a day by using an Olympus fluorescent microscope equipped
with blue excitation and 515-530 nm barrier filier (Krishna and Hayashi,
2000).

Slides were coded and scored blind; 2000 polychromatic erythrocytes
(PCEs) by animal were examined for the presence of micronuclei, which
means 10,000 PCEs scored per dose-group. Due to the fact that normochro-
matic erythrocytes (NCE) have a lack of fluorescence or are viewed opaquely
when the fluorescence stain was used, one slide more per animal was stained
with May-Griinwald aad Giemsa solutions. The ratio PCE/NCE was calculated
by counting a total of 500 erythrocytes.

Statistical analysis. The normality of the distribution of the frequency of
micronucleated PCE (MNPCE/1000) scores was assessed by means of the
Kolmogorov-Smimov test of goodness of fit. The incidences of micronuclei in
control and treated groups were then compared by using the Student’s t-test for

independent samples. The equality of variunces was verified with Levene’s
test. The PCE/NCE ratio in control and treated groups was compared by the
Student’s r-test. Statistical decisions were made with a significance level of
0.05 (Crebelli er al., 1999; Jones er al., 2001).

RESULTS

During a preliminary dose range-finding experiment, animal
dosed with 20 mg/kg exhibited clinical signs of toxicity (in-
cluding irritation, slight ataxia, palpebral ptosis and hunched
posture). Animals dosed above this dose exhibited the same
toxic signs but in a severe manner and, consequently a dose of
20 mg/kg was chosen as the highest dose for the main study.

In the main study, animals treated with the high dose (20
mg/kg), showed clinical signs of systemic toxicity, such as
piloerection, palpebral ptosis, dyspnoea, and hunched posture.
The symptoms confirmed the absorption of the test compound.
Taking into account that bone marrow is a well-perfused tissue,
and that levels of test substance in blood or plasma will be
similar to those observed in bone marrow, we assumed that the
test compound reached the target cells. Although, during the
preliminary study, slides from animals dosed over the highest
selected dose (20 mg/kg) were stained and observed, a reduc-
tion in the number of fluorescent PCEs was detected, indicating
bone marrow toxicity. Besides, a decrease in the PCE/NCE
ratio was obtained in a dose-dependent manner when the
treatment and control groups were compared. The reduction is
observed in both sampling times, and the values for doses of 10
and 20 mg/kg reached statistical significance.

The results of the micronucleus test with the furylethylene
derivative selected for this study are summarized in Table 1.
The incidence of MNPCE in each treatment group, the PCE/
NCE ratio, as well as the number of micronucleated PCEs/
scored PCEs are shown. Only one scorer analysed all the
slides.

Despite the evident signs of acute toxicity shown by the
animals, mainly at the high dose, and the reduction in the

TABLE 1
Mouse Bone Marrow Micronucleus Test: Summary of Results with the Test Agent G-0

Micronucleated PCEs (MNPCE)

Sample time Dose
(h) Treatment (mg/kg) MNPCE/1000 PCE (mean * SD) MNPCE/scored PCEs (individual data) PCE/NCE (mean * SD)
24 Com oil o* 1.6+ 04 16/10,000 (3,4,2,4,3) 0.77 £ 0.13
G-0 5 2.1*06 21/10,000 (6,4,3.3.5) 0.66 = 0.12
10 19*14 19/10,000 (4,7,0,2,6) 0.62 * 0.07*
20 1.7x0.7 17/10,000 (1,4,3.4,5) 0.62 * 0.14%
CP* 40 17.6 = 5.0%= 176/10,000 (38,23,38,28,49) 0.83 * 0.10
48 Com oil 0 1.6 0.8 16/10,000 (4.5,4,2,1) 0.72 * 0.08
G-0 20 1.1 +06 11/10,000 (0,3,3,3.2) 055 0.11*

“Vehicle control, 10 ml/kg.
*Positive control, cyclophosphamide 40 mg/kg.
*p < 0.05; **p < 0.001, Student’s r-test.
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TABLE 2
Summary of in Vitro Genotoxic Evaluation of the Furylethylene Derivatives: Results of MN and SCE Assays

In vitro MN assays results

In vitro SCE assays results

Chemical Human lymphocytes Human lymphocytes
2-Furyl-1-nitroethene” Negative (+89) Positive (~S9); negative (+S9)
1-(5-8Bromofur-2-yl)-2-bromo-2-nitroethene” Negative (*S9) Positive (-S9); negarive (+S9)
1-(5-Bromofur-2-yl)-2-nitroethene” Negative (£89) Positive (-S9); negative (+S9)

“Gonzdlez Borroto et al., 2001; *Gonzilez Borroto et al.; unpublished data; ‘Gonzilez Borroto ef al., 2002.

PCE/NCE ratio, the results show that the MNPCE frequency in
male mice bone marrow was not affected by treatment with any
of the selected doses of the test agent G-0, in either of the
sampling times, 24 and 48 h.

The incidence of MNPCE in vehicle-treated mice (1.6
MNPCE/1000 PCEs) in both sampling times was within the
accepted spontaneous range for this mouse strain (Krishna ez
al., 2000; Salamone and Mavournin, 1994).

A statistically significant increase in the incidence of
MNPCE over the control value was observed following treat-
ment with the positive control substance cyclophosphamide
(17.6 MNPCE/1000 PCE, P = 0.001). This data confirmed the
sensitivity of the experimental protocol followed in the detec-
tion of genotoxic effects.

DISCUSSION

Nowadays, some nitroturans continue being used as antimi-
crobial agents in human and veterinary medicine, even though
mutagenic and carcinogenic properties have been shown for
several of these compounds (Hamilton-Miller, 1997; IARC,
1974; Jurado and Pueyo, 1995; McCalla, 1983; Ni er al., 1987).

The G-0 compound is not properly a nitrofuran, but the
furylethylene derivatives, with the nitro group located outside
the furan ring, are isomers of position of the S-nitrofuryleth-
ylene derivatives, and it has been indicated that such structural
differences can produce changes in their genotoxic behaviour
(Estrada, 1998). It has also been reported that only those
derivatives with the nitro group coupled in position 5 of the
furan ring are mutagenic, and that the substitution of this
functional group results in the loss of mutagenic activity (Es-
trada, 1998; Gonzilez Borroto et al., 2001; McCalla, 1983;
Sturdik er al., 1985). In addition, several studies confirm the
possible detoxification of nitrofurans when they are evaluated
in the presence of activating metabolic systems or in in vivo
studies (Gajewska er al., 1990; Hatcher et al., 1995; Murthy
and Najaria, 1980; Skeggs et al., 1984).

In a previous study carried out in our laboratory, the in vitro
genotoxicity of the G-0 was evaluated in cultured human
lymphocytes. This derivative did not demonstrate any capacity
t0 induce micronuclei, with and without S9 mix, by using the
cytokinesis-block micronucleus technique, although it was
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considered slightly genotoxic in the sister-chromatid ex-
changes (SCE) assay without S9 (Gonzédlez Borroto et al.,
2001). We have obtained similar results when the in vitro
genotoxic effects of other two furylethylene derivatives, with
very similar chemical structure [1-(5-bromofur-2-yl)-2-bromo-
2-nitroethene (G-1) and 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene (2-
bNF)], have been evaluated (Gonzdlez Borroto et al., 2002).
The results of theses studies are summarized in Table 2.
Recently, Slapsyte er al. (2002) reported the results of cy-
togenetic testing of a classical 5-nitrofuran, the nitrofurantoin,
in human lymphocytes in vitro at concentrations of 20 and 40
[wIM; in this study chromosome aberrations and SCE were
observed. At the same time, these authors studied the effects of
the therapy with nitrofurantoin used for a long-term antimicro-
bial prophylaxis of urinary tract infection in children treated for
a period of 1-12 months. No statistically significant increases
in chromosome aberrations and SCE frequencies were found in
the treated children, indicating a possible in vivo detoxification.
In the present study, no effects on the induction of MNPCE
were observed with the test agent in a range of doses from 5 to
20 mg/kg in treated mice. Our previous in vitro results and the
in vivo results reported here, as well as the other data men-
tioned above, would indicate/confirm the detoxification exerted
by the metabolism on the possible genotoxicity of this class of
chemicals. On the other hand, the global results of in vitro and
in vivo studies with the test agent G-0, and other related
derivatives, indicate the possibility that there is a safety margin
for the use of these novel compounds in human and veterinary
medicine. Nevertheless, additional mutagenicity studies mea-
suring different levels of DNA damage are still necessary.

ACKNOWLEDGMENTS

We would like to thank Nilo Castafiedo from CBQ (Villa Clara, Cuba) for
kindly supplying the G-0 compound. This investigation was supported in part
by the Generalitat de Catalunya (2002SGR-00197).

REFERENCES

Crebelli, R., Carere, A., Leopardi, P., Conti, L., Fassio, F., Raiteri, F., Barone,
D., Ciliutti, P., Cinelli, S., and Vericat, J. A. (1999). Evaluuation of 10
aliphatic halogenated hydrocarbons in the mouse bone-marrow micronu-
cleus test. Muragenesis 2, 207-215.



ARTICULOS

362

Estrada, E. (1998). Structure-mutagenicity relationships in 2-furylethylene
derivatives. A molecular orbital study of the role of nitro groups. Murar. Res.
420, 67-15.

European Union (1992). Commission Directive 92/69/EEC, Annex V B12.
Off. J. Eur. Community 35, 154-156.

Gajewska, J., Szezypka, M., Tudek, B., and Szymczyk, T. (1990). Studies on
the effect of ascorbic acid and selenium on the genotoxicity of nitrofurans:
Nitrofurazone and turazolidone. Mutar. Res. 232, 191-197.

Gonzillez Borroto, J. G., Creus, A., and Marcos, R. (2001). Genotoxic evalu-
ation of the furylethylene derivative 2-furyl-1-nitroethene in cultured human
lymphocytes. Mutat. Res. 497, 177-184.

Gonzilez Borroto, J. G., Creus, A., and Marcos, R. (2002). Genotoxic evalu-
ation of the furylethylene derivative 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene in
cultured human lymphocytes. Mutar. Res. 519, 179-185.

Hamilton-Miller, J. M. T. (1997). Nitrofurans. In Ansibiotic and Chemother-
apy, Tth ed. (F. O’Grady, H. P. Lambert, R. G. Finch, and D. Greenwood,
Eds.), pp. 396—403. Churchill Livingstone, London.

Hatcher, J. F., Yamamoto, K., Ichikawa, M., Bryan, G. T., and Swaminathan,
S. (1995). Metabolic reduction of novel 3,4-dichloro-5-nitrofurans in Sal-
monella typhimurium. Environ. Mol. Muragen. 25, 58-66.

IARC (1974). International Agency for Research on Cancer. [ARC Mono-
graphs on the Evaluation of Carcinogenic Risk of Chemicals to Man, Vol
7. Some Anti-Thyroid and Related Substances, Nitrofurans and Industrial
Chemicals. IARC, Lyon, France.

Jones, E., Fox, V., Elliott, B. M., and Moore, N. P. (2001). The mutagenic
potential of acetonitrile in the bone mamrow and peripheral blood of the
mouse. Mutagenesis 2, 151-154.

Jurado, J., and Pueyo, C. (1995). Role of classical nitroreductase and O-
acetyltransferase on the mutagenicity of nifurtimox and eight derivatives in
Salmonella typhimurium. Environ. Mol. Mutagen. 26, 86-93.

Krishna, G., and Hayashi, M. (2000). /n vivo rodent micronucleus assay:
protocol, conduct and data interpretation. Micar. Res. 455, 155-166.

81

GONZALEZ BORROTO ET AL.

Krishna, G., Urda, G., and Paulissen, J. (2000). Historical vehicle and positive
control micronucleus data in mice and rats. Mural. Res. 453, 45-50.

McCalla, D. R. (1983). Mutagenicity of nitrofurin derivatives: Review. Envi-
ron. Mutagen. 5, 745-165.

Murthy, M. S. S., and Najaria, K. B. (1980). Deactivation of furyl furamide
(AF-2) by rat-liver microsomes and its implication in short-term test for
nutagenicity/carcinogenicity. Muzar. Res. 77, 127-134.

Ni, Y. C., Heflich, R. H., Kadlubar, F. F., and Fu, P. P. (1987). Mutagenicity
of nitrofurans in Salmonella ryphimurium TA98, TA98NR, and TA98/1,8-
DNP6. Mutar. Res. 192, 15-22.

OECD (1997). Guideline 474, Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test,
OECD Guideline for the Testing of Chemicals, pp. 1-10. OECD, Paris,
France.

Ramos, A., Vizoso, A., Edreira, A., Betancourt, J., and Decalo, M. (1997).
Activity of nitroalkenederivative  1+(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-ni-
troethene in Salmonella/microsome assay and the mouse bone marrow
micronucleus test. Murat. Res. 390, 233-238.

Salamone, M. F., and Mavournin, K. H. (1994). Bone marrow micronucleus
assay: A review of the mouse stocks used and their published mean spon-
taneous micronucleus frequencies. Environ. Mol. Mutagen. 23, 239-273.

Skeggs, H. R, Berglund, R. M., VandenHeuvel, W. J. A, Mrozik, H., Wis-
locki, P. G., and Wolf, F. J. (1984). Effect of liver enzymes on the
mutagenicity of nitroheterocyclic compounds: Activation of 3a,4,5,6,7,7a-
hexahydro-3-( I-methyl-5-nitro-1-H-imidazol-2-yl)-1.2-benzisoxazole and
deactivation of nitrofurans and nitroimidazoles in the Ames test. Mutar. Res.
136, 1-8.

Slapsyte, G., Jankauskiene, A., Mierauskiene, J., and Lazutka, J. R. (2002).
Cytogenetic analysis of peripheral blood lymphocytes of children treated
with nitrofurantoin for recurrent urinary tract infection. Mutagenesis. 1,
31-35.

Sturdik, E., Rosenberg, M., Stibranyi, L., Balaz, S., Chreno, O., Ebringer, L.,
Ilavsky, D., and Vegh, D. (198S). Structure-mutagenicity relationships of
S-nitro-2-furylethylenes in Salmonella typhimurium TA 98. Chem. Biol.
Interacr. 53, 145-153.



ARTICULOS

3.5. ARTICULON°6

In vivo genotoxic evaluation of the furylethylene derivative 1-(5-bromofur-2-yl)-2-
nitroethene in mouse bone marrow

Jorge I. Gonzilez Borroto, Amadeu Creus, Ricard Marcos, Jorge Zapatero

Environmental Toxicology and Pharmacology 20 (2005) 241-245

82



ARTICULOS

Available online at www.sciencedirect.com

TAL
SCIENCE@DIRECT" V'RUNM?’\NU
Environmental Toxicology and Pharmacology 20 (2005) 241245 u‘

www.clsevier.com/locate/etap

In vivo genotoxic evaluation of the furylethylene derivative
1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene in mouse bone marrow

Jorge 1. Gonzalez Borroto®®, Amadeu Creus®*, Ricard Marcos?, Jorge Zapatero®

2 Grup de Mutagénesi, Departament de Genética i de Microbiologia, Facultat de Ciéncies, Universitat Auténoma de Burcelona,
08193 Bellaterra, Cerdanyola del Valles, Spain
b Centro de Investigacion y Desarrollo Aplicado, Cida s.a.l., 08130 Santa Perpétua de Mogoda, Barcelona, Spain

Received 9 September 2004; accepted 11 February 2005
Available online 16 March 2005

Abstract

The genotoxic potential of the compound 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene (2-BNF) has been tested by using the in vivo mouse bone
marrow micronucleus assay. Its ability to induce clastogenicity or aneugenicity, through the induction of micronucleated polychromatic
erythrocytes (MNPCE) in the bone marrow cells has been evaluated. Treatment groups of five CD-1 male mice were administered once
intraperitoneally at the doses of 10, 20, and 30 mg/kg, and their bone marrows were sampled at 24 and 48 h after the administration, at the
first sampling time animals administered with the three doses were used, and in the second sampling time, only animals administered with
the highest dose were used. All animals treated with the highest dose of the test compound (30 mg/kg) showed evident clinical symptoms of
toxicity such as irritation, hunched posture, slight ataxia, dyspnoea, piloerection, and palpebral ptosis. However, no marked depression of bone
marrow cell proliferation was observed, and no significant increases in the frequency of MNPCE were obtained in any of the concentrations
tested at any sampling times. The positive control treated-animals were administered with cyclophosphamide at the dose of 40 mg/mL. The
compound caused a significant increase in the number of MNPCE in all treated animals, demonstrating the sensitivity of the mouse strain
used.

From the results obtained, it is concluded that the compound 2-BNF is neither clastogenic nor aneugenic in the erythrocytes from the bone
marrow of treated mice at the doses tested.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: CD-1 mice; Bone marrow; Micronucleated erythrocytes; 1-(5-Bromofur-2-yi)-2-nitroethene

1. Introduction S-nitrofurylethylene derivatives, which have like common
characteristic that the nitro group is attached in the B-carbon
Some nitrocompounds, among them the 5-nitrofurans, of the exocyclic double bond of the ethylenic chain. These
have shown genotoxic and carcinogenic potential in ditfer- derivatives have shown interesting biological properties
ent experimental systems. However, several studies have having potential uses in human and veterinary medicine as
demonstrated that only 5-nitroturans act as mutagenic, since antimicrobial and antitungal agents (Blondean et al., 1999;
the furylethylene derivatives with the nitro group outside the Castaiiedo et al., 1994; Monzote et al., 1999).
turan ring do not show genotoxic properties (Estrada, 1998; In vitro genotoxicity studies with the compound 1-(5-
McCalla, 1983; Sturdik et al., 1985). bromofur-2-yl)-2-nitroethene (2-BNF) in cultured human
Our group has been studying a novel series of furylethy- lymphocytes, using both the micronucleus (MN) and the
lene compounds that are isomers of position of the sister-chromatid exchanges (SCE) test have been previously
carried out in our laboratory. Negative responses were
* Corresponding author. Tel.: +34 93 5812052; fax; +34 93 5812337. obtained in the MN assay and only a slight increase in the
E-mail address: amadeu.creus@uab.es (A. Creus). SCE frequency, only in the absence of metabolic fraction,

1382-6689/$ - see front matter © 2005 Elsevier B.V. Al rights reserved.
doi:10.1016/j.etap.2005.02.003
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was observed (Gonzalez Borroto et al., 2002). These in
vitro studies suggest a possible metabolic inactivation of the
2-BNF compound.

To confirm the in vitro results obtained with the compound
2-BNF and to obtain additional data on the possible genotoxic
risk associated with the compound, an in vivo genotoxicity
study has been cartried out. [n this paper, we describe the
results obtained in the in vivo genotoxic evaluation of the
derivative 2-BNF by measuring its effects on the induction of
micronuclei in polychromatic erythrocytes (PCE) from the
bone marrow of treated mice.

2. Material and methods
2.1. Test compound

The test agent 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene (2-BNF)
was synthesised and kindly supplied by the Centro de Bioac-
tivos Quimicos (CBQ, Villa Clara, Cuba). Purity (>96%) was
established by high-pressure liquid chromatography (HPLC)
analysis. Its chemical structure is indicated in Fig. 1.

2.2. Mouse bone marrow micronucleus test

CD-1 male mice, supplied by Charles River France, were
maintained on A04C rodent diet (Usine d’ Alimentation Ra-
tionnelle, UAR, France) and water ad libitum, and kept under
controlled conditions (22 + 2 °C, 30-70% relative humidity,
and 12-h light/12-h dark cycle). Animal weltare was assured
in accordance with the criteria established by the Animal Ex-
perimentation Ethics Committee of Cida s.a.l., where the as-
say was pertormed following standard bioethical principles.

Animals of 6—7-week-old were used for the determination
of the doses in a preliminary dose range-finding study as
well as in the main study for the micronucleus test. The test
agent was dissolved in corn oil (Sigma-Aldrich, Spain) and
the solution was administered intraperitoneally in a single
dosing regimen at the volume of 10 mL/kg of body weight.
The negative control group received corn oil only, while the
positive control group was treated with cyclophosphamide
(CP) at the concentration of 40 mg/kg, dissolved in saline
physiologic solution.

The micronucleus assay was conducted using a method
based on the OECD and European Union guidelines
(European Union, 2000; OECD, 1997). Briefly, groups of five
males were treated with 2-BNF (10, 20, and 30 mg/kg body
weight). Only male mice were used because in a previous

=

Br NOZ

Fig. 1. Chemical structure of the I-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene (2-

BNF).
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study there was no marked sex-related difference in toxic-
ity for this class of furylethylene derivatives (Ramos et al.,
1997). Separated groups of animals were killed at 24 and 48 h
after dosing by cervical dislocation. For the first sample time-
period, animals from the three treatment groups administered
with the doses (10, 20, and 30 mg/kg) were used, and in the
second sampling time, only animals treated with the high dose
(30 mg/kg) were used. Femurs were removed and bone mar-
row collected in tubes containing 2 mL of foetal calf serum
and centrifuged 5 min at 180 x g. Two smears were prepared
and allowed to air dry, prior to fixation with methanol, and
staining with acridine orange solution. One drop of 0.04 mM
acridine orange solution in phosphate buffer is placed on the
fixed cells and covered with a coverslip. Observations were
made within a day by using an Olympus fluorescent micro-
scope equipped with blue excitation and 515-530 nm barrier
filter (Krishna and Hayashi, 2000).

Slides were coded and scored blind by one expert scorer;
2000 polychromatic erythrocytes by animal were examined
for the presence of micronuclei, which means 10,000 PCEs
scored per dose group. Since normochromatic erythrocytes
(NCE) are viewed opaquely, when the fluorescence stain
was used, one slide more per animal was stained with May-
Griinwald and Giemsa solutions. To evaluate bone marrow
toxicity, the ratio PCE/NCE was calculated by counting a
total of 500 erythrocytes using these slides.

2.3. Statistical analysis

The statistical analysis was performed using a parametric
approach and the SPSS 11.5 statistical program. The inci-
dences of micronuclei and the PCE/NCE ratio in control,
and the treated groups were compared using the Student’s ¢-
test for independent samples. Statistical decisions were made
with a significance level of 0.05.

3. Results

In the preliminary dose range-finding experiment, all the
animals dosed above 30 mg/kg showed clinical signs of tox-
icity in a severe manner (Table 1). Then, the highest selected
dose for the main experiment of micronucleus test was of
30 mg/kg body weight. The animals administered with this
dose exhibited evident signs of toxic etfects, which confirm
the absorption of the test compound.

The main toxic signs observed after the administration
were irritation, hunched posture, slight ataxia, dyspnoea, pi-
loerection, and palpebral ptosis. During the study, there was
no mortality among the animal treated with the compound
2-BNF, and around 4 h after the administration, all animals
recovered. Taking into account that the bone marrow is a
well-perfused tissue, and that in general, the levels of the test
substance in blood or plasma are similar to those observed
in the bone marrow (ICH, 1995), we assume that the tested
compound reached the target cells to demonstrate genotoxic
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Table 1

Results of the preliminary dose range-finding experiment

Doses (mg/kg) Animals/sex Clinical sings of toxicity®
80 4M 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10°
30 5/M 1,2,3,6,7,8,9°

20 4/M 1

10 3IM -

M: Male.

2 (1) Piloerection, (2) irritation, (3) palpebral ptosis, (4) lacrimation, (5)
vocalizations, (6) slight ataxia, (7) hunched posture, (8) decreased motor
activity, (9) dyspnoea, and (10) struggling.

b All animals showed the symptoms of toxicity in a severe manner when
compared with the other doses tested.

¢ The toxicity signs were registered in all animals in a less severe manner
when compared with the highest dose.

4 The toxicity sign was registered only in one of the administered animals.

effects. Consequently, a tendency towards a reduction in the
PCE/NCE ratio was observed when the values of the test
agent-treated mice were compared with those obtained in the
control group animals. This was mainly observed at the lower
dose in the sampling time of 24 h after the administration. In
the other doses, a reduction in the ratio was observed, but
without attaining statistical significance.

The results obtained in the micronucleus test with the
derivative 2-BNF are summarized in Table 2. Although evi-
dent signs of toxicity were observed in the treated animals,
mainly at the highest dose (30 mg/kg), only slight decreases
in the PCE/NCE ratio were seen. In addition, no increases in
the frequency of MNPCE in the bone marrow were observed
with any of the three selected doses of the test compound
evaluated in the sampling time of 24 h, and with the high
dose evaluated at the 48 h sampling time.

The frequency of MNPCE/1000 PCE obtained in
vehicle-treated mice in both sampling times (2.2 and 1.2
MNPCE/1000 PCE, respectively) was within the usually
accepted spontaneous range for the CD-1 mouse strain
(Krishna et al., 2000; Salamone and Mavournin, 1994).

A statistically significant increase in the incidence of MN-
PCE over the control was observed in the cyclophosphamide-
treated mice (19.2 MNPCE/1000 PCE, P<0.001). This
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is in agreement with other data reported for cyclophos-
phamide treatment using CD-1 mice in the micronucleus as-
say (Krishna et al., 2000). On the other hand, the data con-
firmed the sensitivity of the mouse strain employed.

4. Discussion

Many organic compounds containing five-membered aro-
matic heterocyclic rings are widely distributed in nature, and
often play an important role in various biochemical processes,
the thiophenes and furans derivatives being included among
them. As a result, they are incorporated into new chemical en-
tities by medicinal chemists, and they are important structural
fragments in many pharmaceutical and chemical compounds
(Dalvie et al., 2002; Meotti et al., 2003). Thus, several nitro-
furans are still used nowadays as antimicrobial and antifungal
agents in human and veterinary medicine (Hamilton-Miller,
1997). As previously stated, some 2-furylethylene derivatives
studied by our group have shown interesting biological prop-
erties, and it seems that they would became an alternative
to obtain novel pharmaceutical molecules (Blondeau et al.,
1999; Monzote et al., 1999).

On the other hand, it is know that 5-nitrofurylethylenes
and the B-nitroturylethylene derivatives studied in our labo-
ratory are isomers of position, and the structural difference
due to the different attachment position of the nitro group
can produce significant changes in the chemical and biolog-
ical properties of such compounds, mainly regarding their
genotoxic ability (Estrada, 1998). In addition, it has also been
reported that only those derivatives with the nitro group cou-
pled in position 5 of the furan ring are mutagenic, and that
the substitution of this functional group results in the loss of
mutagenic potential (Estrada, 1998; Gonzilez Borroto et al.,
2001; McCalla, 1983; Sturdik et al., 1985).

Previous studies conducted in vitro with the 2-BNF com-
pound (Gonzilez Borroto et al., 2002) and two other 2-
furylethylene derivatives; 2-furyl-I-nitroethene (Gonzalez
Borroto et al., 2001) and 1-(5-bromofur-2-yl)-2-brome-2-
nitroethene (Gonzalez Borroto et al., 2004), with very similar

Table 2
Mouse bone marrow micronucleus test: summary of results with the test agent 2-BNF
Sample time (h)  Treatment  Dose (mg/kg)  Micronucleated PCEs (MNPCE) PCE/NCE (mean+S.D.)
MNPCE/1000 PCE (mean +S.D.) MNPCE/scored PCEs (individual data)
24 Com oil 0* 22 +07 22/10,000 (5, 3, 3.6, 5) 129 £0.13
2-8NF 10 1.9 +£0.7 19/10,000 (6, 4, 4, 2, 3) 1.04 £ 0.20°
20 1.6 £13 16/10,000 (2, 7,0, 3,4) 1.09 £ 0.16
30 1.5 +£05 15/10,000 (3, 4, 4,2,2) 1.10 £ 0.14
cpb 40 192 £ 1.7% 192/10,000 (38, 39, 33, 40, 42) 1.26 £ 0.10
48 Corn oil o 12+£12 12/10,000 (2, 6, 1, 3,0) 093 £0.13
2-BNF 30 16 +14 16/10,000 (3,2,2, 1, 8) 091 £ 0.15

Student’s z-test.
3 Vehicle control, 10 mL/kg.
b Positive control, cyclophosphamide 40 mg/ks.
* P<0.0s5.
** P<0.001.
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iructures, have demonstrated that any of them in-
»nuclei formation in human lymphocytes by using
aesis-block micronucleus technique. Nevertheless,
n were considered slightly genotoxic in the sister-
I exchanges assay, only when they were tested in

»f metabolic fraction.
agh nitroreduction has been proposed as an impor-
abolic pathway, many aspects on the action of geno-
:chanisms of nitrofurans remain still unclear. As it
n, nitrofurans may cause mutagenicity via nitrenium
ich could be formed from hydroxylamine, or one of
ts, during the reduction of the nitro group. However,
:ant differences between the behaviour of nitrofurans
her nitroaromatic compounds have been found. One
se differences is the unusual ring opening that occurs
ofurans when they are susceptible to reduction, which
:ad to an alternative reaction of elimination forming an
we saturated nitrile (Debnath et al., 1993). Several data
ort the possible detoxification of nitrofurans and other
aromatic compounds when they are tested in vitro with
xogenous metabolic activation system or in vivo studies
nzilez Borroto et al., 2004; Hatcher et al., 1995; Skeggs

1., 1984; Slapsyte et al., 2002).

The results presented in this paper indicate that the

npound 2-BNF is unable to induce significant increases

the micronuclei frequency in bone marrow cells of CD-1
ice, when administered intraperitoneally. These data are
good agreement with recent results obtained by us, where
> mutagenic effects were found in a previous in vivo
ucronucleus test experiment by using the same mouse
train for evaluating the genotoxic potential of the compound
)-furyl-1-nitroethene, a chemical precursor for the synthesis
of 2-BNF derivative (Gonzélez Borroto et al., 2003).

In conclusion, the results presented here together with
other previous in vitro results obtained with the compound
2-8NF, and the in vitro and in vivo results found with the
other two 2-furylethylene derivatives, indicate that this class
of chemical could be an alternative to obtain new pharma-
ceutical entities due to their low genotoxic eftects when com-
pared to the classical 5-nitrofurans.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se han evaluado una serie de derivados 2-
furiletilénicos empleando varios ensayos de genotoxicidad, in vitro e in vivo, con el objetivo
de aportar nuevos datos sobre el potencial genotdxico de estos compuestos, de los que
algunos derivados poseen caracteristicas bioldgicas importantes que les confieren interés

farmacéutico y posibles aplicaciones en medicina veterinaria y humana.

En la figura 8 se muestra la estructura quimica de los derivados 2-furiletilénicos

evaluados:

ZNNO, Br ZNNO, Br Z N0,

Figura 8: Estructura quimica de los derivados 2-furiletilénicos evaluados. 1: G-0, 2-Furil-1-nitroeteno; 2: 2-8NF,
1-(5-bromofur-2-il)-2 -nitroeteno; 3: G-1, 1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-nitroeteno.

Los ensayos de genotoxicidad que se han empleado en este trabajo de Tesis han sido

los siguientes:

Ensavos de genotoxicidad in vitro en células de mamiferos

¢ Ensayo de micronicleos con bloqueo de la citocinesis
o Ensayo de intercambios entre cromatidas hermanas
¢ Ensayo de electroforesis en células aisladas o ensayo del cometa

Ensayo de genotoxicidad in vivo

¢ Ensayo de micronucleos en eritrocitos de médula ésea de ratén

A continuacién se discuten los resultados obtenidos para cada unos de los derivados

evaluados en los distintos ensayos utilizados.

4.1. ENSAYO DE MICRONUCLEOS IN VITRO

Se utilizé el ensayo de micronucleos in vitro con bloqueo de la citocinesis en cultivos
de linfocitos humanos para evaluar el potencial genotdéxico de los derivados 2-furiletilénicos.
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Como ya se ha comentado anteriormente, desde su introduccién en la década de los afios 1980
hasta la actualidad, ha sido uno de los ensayos de genotoxicidad més ampliamente utilizado
para la evaluacién genotéxica de numerosos agentes tanto fisicos como quimicos (Fenech,

2000; Kirsch-Volders et al.,, 2003).

La tabla 12 muestra un resumen general de los resultados obtenidos para los diferentes
derivados evaluados en el ensayo de micronicleos in vitro en cultivos de linfocitos humanos.
Los resultados detallados para cada uno de los compuestos se presentan en los articulos n: 1,

2 y 3 del apartado de Resultados de la Tesis.

Tabla 12: Resumen de resultados del ensayo de MN in vitro para los derivados 2-furiletilénicos.

Producto  Dosis Ensayo de microniicleos in vitro en cultivos de linfocitos humanos
pg/mL 3hsinS9 CBPP (%)° 3hconS9 CBPP (%)° 48hsinS9 CPBI® (%)°
G-0 1 Negativo  1.95 (0) Negativo 1.97(5) Negativo 1.84 (1)
5 Negativo  1.84 (6) Negativo  1.92 (10)  Negativo  1.69 (19)
10 Negativo  1.86 (38)  Negativo 1.76 (26)  Negativo 1.47 (45)
15 - - (100) Negativo 137 (64) - -
2-BNF 0.5 - - - - Negativo 1.80 (0)
1 Negativo 1.8 (4) Negativo 1.83 (5) Negativo 1.80 (0)
5 Negativo  1.73 (13)  Negativo 1.80 (8) Negativo 1.64 (44)
10 Negativo  1.39(54)  Negativo 1.68 (22)  Negativo 1.45 (44)
15 - -(100) Negativo 143 (52) - -
G-1 1 Negativo  1.89 (0) Negativo 1.91(5) Negativo 1.72 (10)
5 Negativo 1.76 (11)  Negativo 1.85(11)  Negativo 1.63 (21)
10 Negativo  1.58 (32)  Negativo 1.83 24)  Negativo 1.54 (33)
15 Negativo  1.57(33)  Negativo 1.8017) - -
20 Negativo  1.48 (44)  Negativo 1.64 (33)  Negativo 1.48 (40)

G-0: 2-Furil-1-nitroeteno; 2-pNF: 1-(5-bromofur-2-il)-2-nitroeteno; G-1:  1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-
nitroeteno.

3 CBP], indice de proliferacién celular con bloqueo de la citocinesis. Valor de la media para cada concentracion.
Datos combinados de todos los donantes usados en cada estudio.

® Citotoxicidad expresada en (%) para cada concentracién con respecto al grupo control. Calculos segun la formula
recomendada en la normativa OECD 487 para el ensayo de micromicleos in vitro (OECD, 2004).

89



RESULTADOS Y DISCUSION

Como puede observarse en la tabla, la genotoxicidad de los tres derivados 2-
furiletilénicos fue estudiada usando tratamientos cortos de 3 horas, con y sin activacion
metabdlica, y tratamientos continuados de 48 horas en ausencia de activacién metabdlica.
Para todos los compuestos se realizaron los estudios empleando al menos dos donantes para

cada una de las condiciones experimentales de tratamiento antes mencionadas.

En este ensayo in vitro se obtienen resultados negativos para los tres derivados
estudiados y para todas las condiciones experimentales empleadas, tanto para los tratamientos

de 3 horas como para los tratamientos de 48 horas.

Los derivados 2-furiletilénicos no inducen incrementos significativos en la frecuencia
de células binucleadas micronucleadas con respecto a los valores obtenidos en los
tratamientos controles con el vehiculo utilizado para disolverlos (dimetilsulfé6xido, DMSO).
La frecuencia de MN en los cultivos tratados con las diferentes concentraciones de los
derivados 2-furiletilénicos nunca alcanza significacién ni biolégica ni estadistica al
compararse con los controles con el solvente en ninguno de los donantes y para ninguna de las

condiciones experimentales usadas.

Los resultados del ensayo de MN in vitro muestran que todos los derivados estudiados
producen efectos citotéxicos en los cultivos de linfocitos humanos en el rango de
concentraciones evaluadas. Para todos los compuestos se obtuvo una reduccién en el indice de
proliferacién con bloqueo de la citocinesis (CBPI) en relacién al control. Esta reduccion se

observé en todos los experimentos realizados y para todos los donantes utilizados.

En la tabla 12 se muestran los valores de la media obtenida al combinar los datos de
todos los donantes. Se observa una reduccién del CBPI y que esta reduccién muestra una
relacion dosis-respuesta. A medida que aumenta la concentracién evaluada es mayor la
reduccién del CBPI, reflejando una mayor citotoxicidad en los cultivos de linfocitos para
todas las condiciones experimentales: tratamientos de 3 horas, con y sin activacién

metabolica, y tratamientos de 48 horas sin activacién metabdlica.

En la tabla también se muestra la citotoxicidad expresada en (%) para cada uno de los
derivados y para cada concentracién y condicién experimental. La citotoxicidad se calculé
empleando la formula recomendada en la directriz de la OECD 487, que es la normativa
referida al ensayo de micromicleos in vitro y que ha sido recientemente publicada por este

organismo (OECD, 2004). La formula es la siguiente:

Citotoxicidad = 100 — 100 [(CBPIr- 1)/(CBPIc- 1)]
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en donde: CBPI7 es el indice de proliferacién celular del tratamiento, y CBPIc es €l indice de

proliferacién celular del control.

Los valores obtenidos con los datos combinados de todos los donantes y todos los
experimentos para cada uno de los compuestos muestran la citotoxicidad inducida en los
cultivos de linfocitos humanos para cada una de las condiciones experimentales empleadas.
Para los tratamientos de 3 horas sin activacién metabdlica se observa que para el producto G-
0 el rango de los valores de citotoxicidad es de 0 al 100 %, para el producto 2-BNF es de 4 al
100 % y, para el G-1, de 0 al 44 %.

En los tratamientos de 3 horas con activacién metabdlica también se observan efectos
citotéxicos. Ahora bien, al compararlos con los tratamientos sin activacién metabélica, la
citotoxicidad inducida por los tres compuestos es menor. El rango de los valores de
citotoxicidad para el producto G-0 es de 5 al 64 %, en el derivado 2-BNF es de 5 al 52 %y,
para el G-1, se obtiene un rango comprendido entre el 5 y el 33 %, para todos los derivados la
citotoxicidad observada es menor en estos tratamientos con activacién metabdlica. En el caso
de los compuestos G-0 y 2-BNF se pudieron evaluar los cultivos tratados con la concentracion
més alta utilizada (15 pg/mL), que provocé un 100 % de citotoxicidad en los tratamientos sin
activacién metabdlica; en el caso del producto G-1 también se observé menor citotoxicidad a

la concentracidén m4s alta evaluada.

En los tratamientos continuados de 48 horas sin activacion metabdlica, se obtienen
resultados similares. Los tres derivados inducen efectos citotéxicos en los cultivos de
linfocitos humanos, siendo los rangos de citotoxicidad obtenidos para cada uno los siguientes:

para G-0 (1 a 45 %), para 2-BNF (0 a 44 %) y para G-1 (10 a 40 %).

Para todas las condiciones experimentales los derivados furiletilénicos estudiados
inducen una citotoxicidad cercana o superior al 50 %, principalmente a la concentracion mas
alta evaluada, que es lo que se recomienda en la mayoria de los ensayos de genotoxicidad in
vitro y, en particular, en la directriz de la OECD para el ensayo de micronicleos in vitro.
Ademas, la citotoxicidad muestra una relacién directa dosis-respuesta, que va incrementando
a medida que aumenta la concentracién evaluada de los distintos compuestos. Para todos los
derivados puede establecerse un rango limite de concentraciones de 10 a 15 pg/mL, por
encima del cual se induce una elevada citotoxicidad que impide el desarrollo del ensayo

debido a la reduccién de la proliferacion de los linfocitos.

Varios nitrocompuestos son considerados como agentes genotéxicos. Se piensa que la

accién mutagénica la llevan a cabo a través de los reactivos intermediarios que se generan en
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el proceso de reduccién del grupo nitro (NO;). Estos intermediarios son agentes electrofilicos
que atacan las bases del DNA a través del dtomo de nitrédgeno activado. Ademas, en la
reaccion de nitroreduccién se generan otros intermediarios electrofilicos; en primer lugar,
derivados nitro-arenos y derivados nitrosos y después se producen grupos nitro-
hidroxilaminos. Todos ellos son capaces de provocar dafios en la molécula de DNA (Haack et
al., 2001). Muchos otros compuestos nitrofuranos, especialmente los derivados pertenecientes
al grupo de los S-nitrofuranos, son considerados como agentes genotéxicos y mutagénicos en
varios sistemas de ensayo (McCalla, 1983; Sturdik et al.,, 1985; Anderson et al., 1990). Como
ya se ha explicado, son isémeros de posicion en relacién al grupo nitro con los derivados

furiletilénicos evaluados en este trabajo.

Aunque hay varios resultados contradictorios, como suele suceder en la evaluacidn de
muchos compuestos quimicos, se ha demostrado que las sustitucién del grupo NO, de la
posicién 5 del anillo furdnico da como resultado la obtencién de derivados no mutagénicos
(McCalla, 1983; Sturdik et al., 1985). Nuestros resultados coinciden con estas observaciones.
Los derivados furiletilénicos evaluados poseen el grupo nitro situado como sustituyente en el
enlace exociclico de la cadena etilénica que estd como sustituyente en la posicién 2 del anillo
furanico. Estos derivados han sido catalogados en estudios moleculares de relacién estructura-
actividad como compuestos no genotdxicos, con una probabilidad mayor del 90 % (Estrada,
1998). Nuestros resultados negativos en el ensayo de micronucleos in vitro apoyan
experimentalmente esta caracteristica estructural y confirman que estos compuestos no son
genotéxicos y que las diferencias estructurales que hacen que el grupo B-NO, de estos
derivados 2-furiletilénicos tenga 4 veces mayor carga electrénica negativa que el grupo 5-NO,
de los compuestos 5-nitrofuranos influyen en su genotoxicidad, de manera que el potencial
genotoxico de estos compuestos es menor y no se comportan como genotoxicos cuando se

utiliza el ensayo de micronucleos in vitro para su evaluacién.

En estos derivados 2-furiletilénicos la reduccién del grupo nitro se produce de forma
diferente a la de los nitrofuranos clésicos, o se produce de tal manera que no se generan
productos intermediarios a concentraciones capaces de provocar dafio en el DNA. Quizas, los
sistemas celulares de defensa son capaces de modular el posible dafio que se genera al
producirse el metabolismo de estos compuestos y no se satura ni se sobrepasa la capacidad de
los sistemas de defensa de respuesta al dafio de las células. La citotoxicidad obtenida en los
experimentos realizados se considera adecuada y suficiente para que, en caso de que estos

derivados indujeran efectos genotdxicos, se hubiesen podido detectar.
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Asi pues, en este ensayo, los derivados 2-furiletilénicos evaluados no son genotéxicos
y se comportan de manera diferente a los S-nitrofuranos cldsicos y a otros nitrocompuestos
como, por ejemplo, los nitroimidazoles y las nitroisoquinolinas, entre otros. Varios
compuestos pertenecientes a estos grupos quimicos han sido evaluados y producen efectos
genotoxicos en ensayos de mutacion génica como el test de Ames y, ademas, inducen un
aumento tanto de la frecuencia de células binucleadas con micronicleos como de la
frecuencia de aberraciones cromosémicas en linfocitos humanos (Menéndez et al, 2001;

Orsiére et al., 2003).

Slapsyte et al., (2002) encontraron efectos genotéxicos en estudios in vitro al evaluar
la genotoxicidad de la nitrofurantoina, que es el nitrofurano més utilizado en la practica
médica para el tratamiento de infecciones urinarias. La nitrofurantoina provoco aberraciones

cromosOmicas e intercambios entre cromatidas hermanas en cultivos de linfocitos humanos.

Los resultados negativos obtenidos en nuestro estudio indican que los derivados 2-
furiletilénicos son compuestos que no inducen aneuploidia ni roturas en el DNA ya que no
inducen la formacién de micronicleos ni un aumento significativo en la frecuencia de células
binucleadas en los cultivos de linfocitos humanos a concentraciones a las que se produce
citotoxicidad. Por lo tanto, son moléculas mds seguras que los nitrofuranos clasicos y otros

nitrocompuestos y existe la posibilidad de poder obtener moléculas con interés farmacologico.

42. ENSAYO IN VITRO DE INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDAS
HERMANAS (SCE)

La técnica de SCE es una metodologia bien establecida que desde su aparicion hasta
nuestros dias sigue empledndose para la evaluacion genotéxica de diversos agentes, en
especial de productos quimicos. La técnica pos-ee una elevada sensibilidad y se ha demostrado
que la mayoria de los agentes carcinogénicos inducen incrementos significativos en la

frecuencia de SCE (Kirkland et al., 2005).

En la tabla 13 se resumen los resultados obtenidos en el ensayo de SCE para los tres
derivados estudiados. La evaluacién se llevé a cabo en cultivos de linfocitos humanos
utilizando para la evaluacién de cada derivado dos donantes distintos. Para cada producto se
realizaron tratamientos cortos de 3 horas, en presencia y ausencia de activaciéon metabdlica, y

tratamientos continuados de 48 horas sin activacién metabélica.
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Los derivados G-0 y 2-BNF fueron evaluados en un rango de concentraciones de 1 a
15 pg/mL. El derivado G-1 se pudo evaluar hasta la concentracién de 20 pg/mL. Los tres
derivados mostraron resultados negativos en la induccién de SCE a la concentracién mds baja
evaluada, tanto en los tratamientos cortos de 3 horas con y sin activacién metabdlica, como en

los tratamientos de 48 horas sin activacién metabodlica.

Tabla 13: Resumen de los resultados del ensayo de SCE para los derivados 2-furiletilénicos evaluados.

Producto  Dosis Ensayo de SCE in vitro en cultivos de linfocitos humanos
pg/ml  3hsin S9 PRI 3h con 89 PRI* 48hsin S9 PRI
Control 1.97 2.02 2.08
G-0 1 Negativo® 1.85 Negativo® 1.87  Negativo® 1.90
5 Negativo/Positivo®  1.73 Negativo® 1.79  Negativo/Positivo®  1.45
10 Positivo® 1.47 Negativo® 1.70  Positivo® 1.14
15 - - Negativo/Positive® 1.28 - -
Control 1.91 2.12 2.02
2-BNF 1 Negativo® 2.13 Negativo® 220  Negativo® 2.07
5 Negativo® 1.93 Negativo® 2.17 Negativo/Positivo®  1.77
10 Negativo/Positivo®  1.50 Negativo® 1.85 Negativo/Positive®  1.55
15 Citotoxicidad - Negativo/Positive® 1.75  Positivo® 1.44
20 - - - - Citotoxicidad -
Control 1.91 2.12 2.02
G-1 1 - - - Negativo® 1.95
5 Negativo/Positivo®  2.13 . Negativo® 2.14  Negativo® 1.80
10 Negativo/Positivo®  1.86 Negativo® 2.04  Negativo/Positive® 1.74
15 Positivo® 1.49 Negativo/Positivo®  1.97  Negativo® 1.73
20 Positivo™ ° 1.40 Negativo/Positive® 1.76  Negativo™® 1.37

G-0: 2-Furil-1-nitroeteno; 2-pNF: 1-(5-bromofur-2-il)-2-nitroeteno; G-1: 1-(S-bromofur-2-il)-2-bromo-2-
nitroeteno.

* {ndice de proliferacién celular. Valor de la media con los datos combinados de los donantes empleados en el
estudio.” Negativo: resultado negativo en los dos donantes; Negativo/Positivo: Resultado negativo en un donante
y positivo en el otro donante; Positivo: Resultado positivo en los dos donantes.

¢ Datos de un solo donante. Citotoxicidad en el otro donante.
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A partir de la concentracién de 5 pg/mL ya se obtienen resultados positivos en la
induccién de SCE en los tratamientos de 3 horas sin activacién metabdlica, si bien en el caso
del derivado 2-BNF el incremento no se observa hasta la concentracién de 10 ng/mL. Los tres
derivados inducen incrementos en la frecuencia de SCE en al menos uno de los donantes, en
los experimentos con tratamientos de 3 horas sin activacién metabdlica. Estos resultados
positivos en ausencia de activacion metabdlica se repiten en los experimentos
correspondientes a los tratamientos de 48 horas. En estos tratamientos se obtienen
incrementos en la frecuencia de SCE en al menos uno de los donantes. Los derivados G-0 y
2-BNF mostraron resultados positivos a partir de la concentracién de 5 ng/mL, mientras que el
derivado G-1 indujo un incremento en la frecuencia de SCE en uno de los donantes y solo a la
concentracién de 10 pg/mL. Esta respuesta no se confirmé en las concentraciones superiores
evaluadas, por lo que en los tratamientos continuos el derivado G-1 no parece ser un buen

agente inductor de SCE.

Los resultados de los tratamientos de 3 horas con activacién metabdlica muestran un
comportamiento distinto al de los tratamientos sin activacién metabdlica, ya que la presencia
de activacién metabdlica hace que disminuya la induccién de SCE. Al comparar con los
tratamientos de 3 y 48 horas sin activacion metabdlica, se observa claramente que desaparece
la induccién de SCE o que sus niveles no son bioldgicamente significativos. En los
tratamientos de 3 horas en presencia de activacién metabdlica ninguno de los derivados
induce un aumento significativo en la frecuencia de SCE en el rango de concentraciones de 1
a 10 pg/mL. Ademas, a las concentraciones superiores evaluadas, 15 y 20 pg/mL, se obtienen

resultados negativos en al menos uno de los donantes.

Todos los derivados estudiados inducen efectos citotdxicos en los cultivos de
linfocitos humanos en todas las condiciones experimentales empleadas, tanto en los
tratamientos cortos de 3 horas como en los de 48 horas. Se obtiene una reduccién en los
valores del indice de proliferacién celular (PRI) en relacién a los cultivos controles. Esta
reduccién del PRI presenta una relacién dosis-respuesta, a medida que aumenta la
concentracién evaluada mayor es la citotoxicidad y mayor la reduccién del PRI, alcanzando
una alta significacién estadistica al comparar con los controles. Esto se cumple para los tres

compuestos estudiados y para todas las condiciones experimentales usadas.

Como puede observarse en la tabla 13, la reduccién en el PRI es muy evidente, sobre
todo a las concentraciones mds altas, lo que demuestra que los derivados inducen efectos

citotéxicos en todas las concentraciones, principalmente en las mds altas evaluadas. También
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puede observarse que, en presencia de activacién metabdlica, la citotoxicidad disminuye. Esta
observacién concuerda con los resultados obtenidos en el ensayo de micronucleos in vitro. En
el ensayo de SCE se observa que, en presencia de activacién metabdlica, pueden estudiarse
concentraciones que no pudieron ser evaluadas en los tratamientos sin activacién metabdlica.
En el caso de los derivados G-0 y 2-BNF, puede evaluarse la concentracién de 15 pg/mlL,
imposible de evaluar en los tratamientos de 3 horas sin activacién metabdlica. En el caso del
derivado G-1, pueden evaluarse los datos en los dos donantes a la concentracién de 20 pg/mL,
lo que demuestra también que la citotoxicidad disminuye como consecuencia del
metabolismo, simulado por el sistema de activacién metabdlica utilizado. Aunque para todos
los derivados se obtuvo una reduccion estadisticamente significativa de los valores del PRI al
comparar con los tratamientos controles, la reduccién es menor si se compara con los

tratamientos sin activacién metabdlica.

Ademds, la disminucién de la citotoxicidad va acompaiiada de una disminucidén en la
frecuencia de SCE. En todos los derivados se observa que, en presencia de activacién
metabodlica, disminuye la induccién de SCE. Asi, por ejemplo, a la concentracién de 10
ng/mL, donde se obtuvieron resultados positivos para todos los derivados en al menos uno de
los donantes en los tratamientos sin activacién metabdlica, en presencia de activacién se
obtienen resultados claramente negativos. Ademads, a las concentraciones superiores evaluadas
se obtienen resultados negativos en la induccién de SCE, en al menos uno de los donantes,
por lo que, al analizar los datos en su conjunto en los tratamientos con activacién metabdlica,
se consideré que la frecuencia de SCE no alcanza valores bioldgicamente significativos.
Ahora bien, basdndonos en los resultados globales del ensayo de SCE, estos derivados se

pueden considerar como ligeramente genotéxicos.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos para otros nitrocompuestos y
nitrofuranos. Muchos de los productos que pertenecen a esta clase de compuestos quimicos
son considerados mutagénicos, genotoxicos y carcinogénicos (McCalla, 1983; Ni et al., 1987,
Gajewsca et al, 1990; Haack et al.,, 2001; Suter et al, 2002). Muchos 5-nitrofuranos son
mutagénicos en bacterias, induciendo mutaciones génicas en varias cepas de S. typhimurium
en el test de Ames (McCalla, 1983; Sturdik et al, 1985). Los resultados positivos en la
inducciéon de SCE para los derivados evaluados coinciden con los datos que muestran
resultados positivos para los S-nitrofuranos (nitrofurantoina y nitrofurazona). Ambos
compuestos inducen tanto aberraciones cromosémicas como SCE en células de mamifero in
vitro (Anderson et al., 1990). En este trabajo ambos compuestos inducen una respuesta

claramente positiva en los tratamientos sin activaciéon metabdlica, obteniéndose una respuesta
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positiva mas clara en la induccion de aberraciones cromosémicas. Como sucede en nuestros
experimentos, estos autores pudieron evaluar concentraciones superiores de los nitrofuranos
en presencia de activacién metabélica, lo que confirma y coincide con nuestras observaciones,
indicando la posibilidad de una posible detoxificacion metabélica. Ademds, para la
nitrofurantoina obtuvieron un resultado débil positivo tanto en la induccion de aberraciones
cromosémicas como en la de SCE en presencia de activacién metabélica. Este resultado
también coincide con nuestros datos que ponen de manifiesto una disminucion de la

citotoxicidad y la genotoxicidad en los tratamientos con activacion metabolica.

Slapsyte et al., (2001, 2002) publicaron resultados positivos en estudios in vitro para la
nitrofurantoina y el furagin, un analogo quimico y estructural de la nitrofurantoina. Ambos
compuestos inducen un incremento significativo en la frecuencia de aberraciones
cromosomicas y de SCE en cultivos de linfocitos humanos a concentraciones de 20 y 40 pM
en tratamientos continuados y en ausencia de activacién metabélica, 1o que coincide con las
condiciones experimentales a las que hemos obtenido resultados positivos en el ensayo de
SCE. Mientras que los resultados obtenidos por nosotros con los derivados furiletilénicos sélo
son ligeramente positivos, los nitrofuranos evaluados por Slapsyte y colaboradores si que

mostraron resultados claramente positivos en la induccién de SCE.

Ademas, estos investigadores observaron que cuando se evalda la induccién de SCE
en linfocitos de pacientes (nifios) tratados con nitrofurantoina o furagin por un periodo de
hasta 12 meses, la respuesta ya no es tan evidente como en los ensayos realizados in vitro. En
el tratamiento con furagin se obtienen incrementos en la frecuencia de SCE sélo en algunos
pacientes. En el caso de la nitrofurantoina, no se obtienen incrementos estadisticamente
significativos en la frecuencia de SCE en los pacientes tratados, pero los autores describen
una posible relacién entre la acumulacion de dosis y el aumento en el numero de SCE al mes

de tratamiento.

La respuesta genotéxica es menos evidente en el caso de las aberraciones
cromosémicas. El producto furagin induce incrementos en la frecuencia de roturas
cromatidicas, pero al considerar la frecuencia total de aberraciones, tanto cromosdmicas como
cromatidicas, no se obtienen diferencias significativas en tratamientos de hasta 12 meses
respecto de la frecuencia basal obtenida antes del inicio del tratamiento. La nitrofurantoina
tampoco induce incrementos en la frecuencia de aberraciones cromosdémicas en tratamientos
de hasta 12 meses de duracién. Estos resultados negativos obtenidos in vivo en pacientes

corroboran nuestros resultados que demuestran una disminucién de la citotoxicidad y de la
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genotoxicidad de los derivados 2-furiletilénicos al ser evaluados en presencia del sistema de
activacion metabdlica que simula el metabolismo y que, al analizar los resultados globales de
los experimentos de SCE, permitieron clasificar a estos derivados como ligeramente
genotdxicos en las condiciones empleadas en este ensayo. Los efectos detectados pueden ser

debidos a la formacion de aductos y a posteriores roturas.

4.3. ENSAYO IN VITRO DE ELECTROFORESIS EN CELULAS AISLADAS

Como ya hemos comentado, el ensayo de electroforesis en células aisladas (ensayo del
cometa) se ha convertido en la ultima década en un ensayo de genotoxicidad muy utilizado,
tanto in vitro como in vivo, ya que posee una serie de ventajas como la rapidez, sencillez y
elevada sensibilidad, entre otras. Este ensayo permite detectar el dafio genotdxico ocasionado

por diversos agentes (Tice et al., 2000; Brendler-Schwaab et al,, 2005).

En nuestro trabajo hemos utilizado el ensayo del cometa en cultivos de células
linfoblastoides humanas de la linea TK6. Ademads de obtener datos sobre la genotoxicidad de
los derivados furiletilénicos, comparamos el potencial genotdxico de los mismos con el de
varios S-nitrofuranos, por tratarse de isémeros de posicidn con relacion al grupo nitro, siendo
una de las caracteristicas quimicas que los diferencia la diferente posicion del grupo nitro.
Hemos utilizado la versién alcalina del ensayo (pH > 13), que permite evaluar distintos dafios
en la molécula del DNA tales como roturas de cadena simple, sitios élcali-labiles y roturas

asociadas con sitios de reparacién incompleta.

La tabla 14 muestra el resumen de los resultados obtenidos en el ensayo del cometa

con los diferentes compuestos evaluados en las condiciones experimentales usadas.

Como se ha explicado anteriormente, el uso del ensayo del cometa tuvo como
objetivos fundamentales obtener nuevos datos sobre la genotoxicidad de los derivados 2-
furiletilénicos e investigar los efectos de la estructura quimica sobre la actividad genotdxica.
Los tratamientos se realizaron durante 3 horas en ausencia de activacién metabdlica porque en
los estudios previos con los derivados furiletilénicos solamente se observaron débiles
incrementos en la frecuencia de SCE en los cultivos de linfocitos humanos tratados
principalmente en ausencia de activacién metaboélica. Por otra parte, siempre que fue posible,
las concentraciones empleadas en el ensayo del cometa para los derivados furiletilénicos
fueron las mismas que las usadas en los ensayos in vitro de SCE. En el caso de las
concentraciones de los S5-nitrofuranos, se establecieron en base a las concentraciones

empleadas en otros estudios de genotoxicidad (Anderson et al., 1990; Slapsyte et al., 2001,
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2002). Para todos los productos el rango final de concentraciones empleadas se establecid
también de acuerdo a los ensayos preliminares de viabilidad celular y, para cada compuesto,

se eligié un rango de concentraciones donde la viabilidad fuese superior al 70 %.

Los parametros evaluados para estimar el potencial genotdxico de los compuestos en
el ensayo del cometa fueron: el porcentaje de DNA en la cola, el momento de la cola y la
longitud de la cola. Para cada compuesto y concentracién se obtuvo el valor de la media de

cada pardmetro analizando 200 células y realizando dos experimentos independientes.

En la tabla 14 se presentan los resultados clasificados como negativos y positivos. Los
resultados son considerados negativos cuando no se observaron diferencias significativas (ni
biolégicas ni estadisticas) entre el tratamiento y el control con el solvente. Los resultados son
positivos cuando se han obtenido diferencias estadisticamente significativas al comparar los
tratamientos y los controles, aunque hay resultados positivos con una significacion estadistica
clara y otros donde la respuesta positiva es més débil. De manera general, los resultados
obtenidos indican que los derivados 2-furiletilénicos evaluados no producen resultados
positivos claros y no inducen un dafio evidente en el DNA. Los derivados G-0 y G-1 son
clasificados como negativos ya que no son capaces de inducir una respuesta positiva clara en
los pardmetros evaluados. Aunque en algunas concentraciones se llega a alcanzar
significacion estadistica, la respuesta global no se considera biolégicamente significativa. Al
comparar los valores obtenidos para estos derivados con los datos del control histdrico para
los tratamientos con el solvente, sélo se observa efecto para el derivado G-1 en el porcentaje
de DNA en la cola. Pero los incrementos, respecto a los datos del control histérico, no son
superiores a la media del mismo y estdn comprendidos dentro del limite de confidencia del
95% del valor medio del control histérico. Para ninguno de los otros pardmetros evaluados se
obtuvo una respuesta positiva, por lo que el derivado G-1 se consider6 como no genotoxico en
este ensayo. El derivado G-0 s6lo provocé un incremento estadisticamente significativo de la
longitud de la cola, a la dosis més alta evaluada. Este incremento es sélo ligeramente superior
a la media de los controles histéricos y al valor superior del intervalo de confidencia del 95 %
de la media. Al no observarse una respuesta positiva para ninguno de los demdas pardmetros
evaluados, se consider al derivado como no genotdxico. Por su parte, el derivado 2-BNF fue
considerado como ligeramente genotdxico en el ensayo. Este compuesto provocd una
respuesta positiva a la concentracién mds alta evaluada en los tres pardmetros indicativos de

dafio genético, principalmente en la longitud de la cola.
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Tabla 14: Resumen de los resultados del ensayo del cometa in vifro en células linfoblastoides TKS6.

Producto Dosis Ensayo del cometa en células TK6
(pg/mL) % DNA en la cola Momento de la cola Longitud de lacola

G-0 1 Negativo Negativo Negativo
5 Negativo Negativo Posttivo
10 Negativo Negativo Positivo
G-1 0.25 Negativo Negativo Negativo
0.50 Positivo Negativo Negativo
1 Positivo Negativo Negativo
2-BNF 1 Negativo Negativo Positivo
5 Negativo Negativo Positivo
10 Positivo Positivo Positivo
NFT 2 Positivo Positivo Positivo
5 Negativo Negativo Positivo
10 Positivo Positivo Positivo
15 Negativo Negativo Positivo
5-FAC 0.50 Negativo Negativo Positivo
1 Negativo Negativo Positivo
2 Positivo Positivo Positivo
NFA 5 Positivo Positivo Positivo
10 Positivo Positivo Positivo
20 Positivo Positivo Positivo
30 Positivo Positivo Positivo
FzZ 20 Positivo Positivo Positivo
30 Positivo Positivo Positivo
60 Positivo Positivo Positivo

G-0: 2-furil-1-nitroeteno; G-1: 1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-nitroeteno; 2-pNF: 1-(5-bromofur-2-il)-2-
nitroeteno; NFT: nitrofurantoina; 5-FAC: 5-nitro-2-furanoacroleina; NFA: nitrofurazona; FZ: nitrofurazona.

Cabe sefialar que nuestros resultados constituyen los primeros datos sobre la
induccién de dafio genético por estos derivados en el ensayo del cometa. Al comparar estos
resultados con los de los ensayos de micronicleos y de SCE in vitro obtenidos por nosotros,

se obtiene cierta concordancia con los resultados del ensayo de SCE en los tratamientos sin
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activacién metabdlica, en donde estos derivados mostraron una respuesta positiva. Al
comparar €l caso del derivado 2-BNF hay una coincidencia entre los ensayos de SCE y del
cometa; en ambos ensayos se evaluaron concentraciones similares y se obtuvo respuesta
positiva, por lo que se confirma que el producto 2-BNF es ligeramente genotdxico en los
ensayos in vitro sin activacién metabdlica. En el caso de los derivados G-0 y G-1, los
resultados del ensayo de SCE y del cometa no coinciden. En el ensayo de SCE los derivados
muestran una respuesta positiva en los tratamientos sin activacién, mientras que en el ensayo
del cometa los dos derivados son considerados negativos. En el ensayo del cometa el derivado
G-0 pudo evaluarse para el mismo rango de concentraciones que en el ensayo de SCE, pero el
compuesto G-1 se tuvo que evaluar en un rango de concentraciones inferior, ya que resulté ser

mas citotdxico en los cultivos de células TK6.

Los resultados obtenidos para los S-nitrofuranos constituyen los primeros datos
publicados sobre compuestos de este grupo en el ensayo del cometa. Los resultados muestran
que, de forma general, los cuatro 5-nitrofuranos clésicos evaluados presentan una tendencia a
incrementar el dafio en el DNA a medida que aumentan las concentraciones ensayadas. Estos
compuestos inducen incrementos significativos en los tres pardmetros indicativos de dafio

genético ut'lizados en el ensayo del cometa.

Los compuestos nitrofurantoina (NFT) y 5-nitro-2-furanoacroleina (5-FAC) mostraron
una respuesta positiva, induciendo un incremento significativo en los pardmetros evaluados.
Aunque, en algunas concentraciones los incrementos no llegan a alcanzar significacién
estadistica, de manera general los valores son superiores a los de los controles histéricos. En
las concentraciones altas, los valores obtenidos sobrepasan claramente para todos los
pardmetros los valores de la media del control histérico y el limite superior del mtervalo de
confiabilidad del 95 % de la media del control histérico. Por consiguiente, al analizar los
datos obtenidos para todos los pardmetros evaluados, estos compuestos son considerados
genotoxicos. Para los otros dos derivados S-nitrofuranos estudiados, la nitrofurazona (NFA) y
la furazolidona (FZ), los resultados muestran una respuesta claramente positiva en la
induccién de dafio en el DNA. Se obtienen incrementos estadisticamente significativos en
todas las concentraciones evaluadas y para los tres parametros indicativos de dafio genético
analizados. Los incrementos son claramente superiores a los controles concurrentes e
histéricos, por lo que los dos productos son considerados genotéxicos en el ensayo del
cometa. Considerando los dafios genéticos que se detectan en este ensayo y el posible

mecanismo de accion de los nitrofuranos, la respuesta positiva obtenida puede ser debida a la
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induccién de roturas de cadena sencilla asociadas a sitios de reparacién por escisién

incompleta.

Nuestros resultados en el ensayo del cometa para los S-nitrofuranos coinciden de
manera general con la respuesta positiva obtenida con estos compuestos en otros sistemas de
ensayo: tanto de mutacién génica en bacterias, SCE y aberraciones cromosomicas en células
de mamifero (McCalla, 1983; Anderson et al., 1990; Madrigal-Bujaidar et al., 1997; Slapsyte
et al., 2002).

Los resultados obtenidos también demuestran en este sistema de ensayo, ampliamente
utilizado y con elevada sensibilidad, que las diferencias estructurales relativas a la posicién
del grupo nitro en estos dos grupos de compuestos, influyen en su potencial genotdxico. Dos
de los derivados 2-furiletilénicos (G-0 y G-1) son considerados no genotdéxicos y el otro
derivado (2-PNF) es considerado como ligeramente genotéxico. Los compuestos 5-
nitrofuranos cldsicos evaluados muestran una respuesta positiva en la induccién de dafio en el
DNA y son considerados como genotoxicos. Por los tanto, nuestros resultados coinciden con
otros resultados previos donde se plantea que los derivados 2-furiletilénicos que poseen el
grupo nitro como sustituyente fuera del anillo furdnico tienen menor actividad genotoxica y
mutagénica que los compuestos del grupo de los S-nitrofuranos clasicos, que poseen el grupo
nitro unido directamente al anillo furanico ( McCalla, 1983; Sturdik et al, 1985; Estrada,
1998).

4.4. ENSAYO IN VIVO DE MICRONUCLEOS EN RATON

Este ensayo es uno de los mas utilizados para la evaluacién del potencial genotéxico in
vivo en células somdticas y es recomendado por las agencias reguladoras en todo el mundo
dentro de la bateria de ensayos para determinar el potencial genotéxico de los productos
quimicos, y ha demostrado ser un ensayo sensible y util para completar los resultados de los
estudios in vitro (OECD, 1997; Krishna y Hayashi, 2000). Aunque el ensayo de microntcleos
in vivo se ha aplicado en una gran variedad de organismos, lo mds habitual es usarlo en
roedores y evaluar la induccion de micronucleos en eritrocitos de médula 6sea o en sangre

periférica (Hayashi et al,, 1994; OECD, 1997).

En el presente trabajo se utilizé el ensayo de micromicleos in vivo y se evalué el
potencial genotéxico de dos derivados 2-furiletilénicos, G-0 y 2-BNF. Se utilizaron ratones de
la cepa CD-1 procedentes de un suministrador acreditado (Charles River, Francia). Es una de

las cepas més utilizadas en este ensayo, en el que se evalué el incremento en la frecuencia de

102



RESULTADOS Y DISCUSION

micromicleos en los eritrocitos policromaticos de la médula 6sea de los animales tratados. En

la tabla 15 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 15: Resultados del ensayo de micronicleos en médula dsea de ratén.

Producto Tiempo de muestreo Dosis Resultado
th) (mg/kg) MNPCE/1000 PCE Clasificacién
G-0 24 5 2.1 Negativo
10 1.9 Negativo
20 1.7 Negativo
48 20 1.1 Negativo
2-BNF 24 10 1.9 Negativo
20 1.6 Negativo
30 1.5 Negativo
48 30 1.6 Negativo

MNPCE/1000 PCE, eritrocitos policromaticos micronucleados por cada 1000 eritrocitos totales. G-0: 2-furil-1-
nitroeteno; 2-BNF: 1-(5-bromofur-2-il)-2-nitroeteno.

El ensayo se desarrollé siguiendo las recomendaciones de la directriz de 1a OECD 474
y la normativa europea 2000/32/EC (OECD, 1997; EU, 2000). Se utilizaron ratones machos
ya que datos previos mostraron que no habia diferencias importantes en la toxicidad entre
animales machos y hembras en un estudio realizado con el derivado G-1 (Ramos et al,, 1997).
En nuestro trabajo se utilizaron cinco animales por cada grupo de tratamiento y para cada uno

de los tiempos de muestreo.

Las dosis méaximas para cada derivado se establecieron teniendo en cuenta los
resultados de un ensayo preliminar de bisqueda de rango de dosis, en donde se utilizaron
animales de la misma especie, edad, sexo y con el mismo régimen de tratamiento que el
empleado en el ensayo principal de micronucleos. Para los dos derivados se observaron, tanto
en el ensayo preliminar como en el ensayo principal, signos clinicos de toxicidad a la dosis
m4ds alta evaluada en los animales tratados. Los signos de toxicidad registrados fueron los
siguientes: piloereccion, irritacidn, ataxia ligera, lomo encorvado y disnea. La aparicién de
estos sintomas en los animales pone claramente de manifiesto que los derivados se
absorbieron tras su administracién mediante inyeccidn intraperitoneal y que se alcanzaron
niveles en sangre que provocaron toxicidad sistémica. Por lo tanto, considerando los sintomas
de toxicidad observados y sabiendo que la médula dsea es un tejido muy irrigado y que las

concentraciones de un producto en sangre pueden ser similares a las concentraciones que se
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alcanzan en la médula 6sea (ICH, 1995), podemos concluir que en nuestros experimentos
ambos derivados alcanzaron niveles plasmaticos suficientes para interactuar con las células
dianas de la médula dsea y demostrar, en su caso, efectos genotdxicos en los eritrocitos
policrométicos después del tratamiento administrado en los dos tiempos de muestreo, a las 24

y 48 horas posteriores a la administracion.

Los resultados indican que, a pesar de que ambos derivados inducen signos clinicos de
toxicidad sistémica y que en algunas dosis se observo una disminucion en el indice de
toxicidad, indicando toxicidad en la médula 6sea de los animales tratados, ninguno de los dos
derivados evaluados (G-0 y 2-BNF) provocé un aumento significativo en la frecuencia de
eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) de la médula ésea en ninguna de las

dosis estudiadas y en ninguno de los tiempos de muestreo.

La frecuencia de MNPCE obtenida en ambos experimentos para los animales de los
grupos controles, y para los dos tiempos de muestreo, coincide con los valores publicados
como normales y estdn dentro del rango de los valores controles para la frecuencia de
MNPCE en ratones de la cepa CD-1 (Salamone y Mavournin, 1994; Krishna et al., 2000).
Ademas, en nuestros experimentos, en los animales pertenecientes al control positivo que
fueron tratados con ciclofosfamida (40 mg/kg) se observé un incremento significativo en la
frecuencia de MNPCE en la médula dsea, lo que corrobora la sensibilidad de la metodologia
empleada y de la cepa utilizada. Los valores de la frecuencia de MNPCE en los animales del

grupo control positivo también coinciden con los obtenidos por otros laboratorios (Krishna et

al., 2000).

Varios 5-nitrofuranos clasicos, ademds de mostrar resultados positivos en estudios de
genotoxicidad in vitro (McCalla, 1983; Anderson et al, 1990; Slapsyte et al., 2001, 2002),
también han mostrado actividad mutagénica .en sistemas de ensayo in vivo (Fucic et al,
2003). Otro nitrofurano denominado R-7000, con el grupo nitro unido en la posicién 2 del
anillo furanico, ha mostrado una actividad mutagénica in vitro muy potente. También ha sido
capaz de inducir mutacién génica, en varios érganos, en ratones transgénicos. Este compuesto
es considerado como uno de los mutdgenos mas potentes in vitro en bacterias y también es
mutagénico en células de mamifero. A pesar de ser un potente mutdgeno in vitro, la respuesta
in vivo en ratones no es tan elevada. En algunos érganos no aumenta la frecuencia de
mutacion, lo que posiblemente se deba a diferencias en el proceso de nitroreduccién entre

bacterias y mamiferos y también a diferencias en los sistemas de reparacién de las lesiones del

DNA (Quillardet et al., 2000).
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Recientemente, Fucic et al, (2005) han confirmado que uno de los S-nitrofuranos
cldsicos mds utilizado en medicina humana, la nitrofurantoina, induce dafios en el DNA y
efectos genotéxicos in vivo. Fucic y colaboradores estudiaron la induccién de micronicleos
en reticulocitos de sangre periférica después de administrar la nitrofurantoina por via
intraperitoneal a las dosis de 5, 10 y 50 mg/kg, un rango de dosis bastante similar al usado en
nuestros estudios in vivo. Utilizaron una cepa de ratén distinta a la usada por nosotros y
utilizaron animales de dos edades distintas, 3 y 8 semanas, para comparar si habia diferencia

en la induccién de reticulocitos micronucleados en funcién con la edad de los animales.

La nitrofurantoina provoc6 un incremento en la frecuencia de micronucleos en los
ratones de ambas edades para todas las dosis y tiempos de muestreo. En los animales adultos
(8 semanas), la frecuencia de micronucleos retorné a los valores normales al cabo de dos
semanas tras el tratamiento; mientras que, en los ratones jévenes (3 semanas), la frecuencia de
micronicleos siempre fue mayor para todas las dosis y tiempos de muestreo, al comparar con
los valores de los animales adultos. Ademds, en los ratones jévenes, la frecuencia de

microniicleos permaneci6 elevada hasta las dos semanas posteriores a la administracion.

. Estos resultados confirman el potencial genotéxico de los compuestos 5-nitrofuranos
en un sistema de ensayo in vivo. Ademds, demuestran que los ratones jévenes son mas
sensibles al dafio genotéxico causado por la nitrofurantoina que los ratones adultos, lo que
sugiere que los sistemas de metabolismo, excrecién y reparacién del DNA en los animales
jovenes quizds no estén lo suficientemente desarrollados para evitar el dafio genético y el

efecto mutagénico del compuesto genotdxico administrado (Fucic et al.,, 2005).

En cambio, nuestros resultados negativos con los derivados 2-furiletilénicos evaluados
en el ensayo de micronicleos in vivo demuestran que estos compuestos poseen un potencial
genot6xico menor que el de los S-nitrofuranos cldsicos. Ademads, confirman los resultados
negativos obtenidos con los 2-furiletilenos en los ensayos de genotoxicidad in vitro realizados
también en nuestro trabajo de Tesis. Nuestros resultados negativos concuerdan con los de los
estudios de relacién entre la estructura quimica y la actividad mutagénica realizados con
derivados furiletilénicos y que clasifican a estos compuestos como no mutagénicos (Estrada,
1998). Ademds, confirman que los derivados nitrofuranos que poseen el grupo nitro en la
posicién 5 del anillo furdnico son genotdxicos y que la pérdida o sustitucion de este grupo
hace que disminuya el potencial genotdxico de estos compuestos quimicos (McCalla, 1983;
Sturdik et al, 1985). Ademads, nuestros resultados en el ensayo de micronucleos in vivo

concuerdan con los resultados negativos de los estudios previos in vitro, donde se observé que
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los derivados 2-furiletilénicos demostraban tener menor potencial genotdxico en presencia de
activacién metabdlica y que el metabolismo parecia ejercer un efecto de desactivacidn en

estos derivados.

4.5. EFICACIA ANTIMICROBIANA Y SEGURIDAD GENOTOXICA

Los resultados de nuestro trabajo de Tesis, asi como los datos que demuestran las
diferencias entre la actividad de las enzimas nitroreductasas en las bacterias y en las células de
los mamiferos, nos permiten afirmar que algunos de los derivados 2-furiletilénicos podrian
presentar actividad antimicrobiana frente a determinados microorganismos, como pueden ser
diversas cepas de bacterias, a concentraciones que no representarfan un riesgo genotdxico
para las células de los mamiferos. Se podrian, pues, alcanzar concentraciones con actividad
farmacolégica en humanos, que no presentasen riesgo genotdéxico y que, por lo tanto,
careciesen de actividad mutagénica en el ser humano. Por consiguiente, en un futuro mas o
menos proximo se podrian obtener moléculas y productos farmacéuticos pertenecientes al
grupo de los 2-furiletilénicos m4s eficaces y mds seguros para el tratamiento de enfermedades

provocadas por cepas bacterianas sensibles a estos derivados quimicos.

En la tabla 16 se muestran los datos obtenidos a la minima concentracién inhibitoria
(MIC) en diversas cepas microbianas del derivado G-1, uno de los derivados 2-furiletilénicos
con mayor actividad antibacteriana y antifiingica, asi como los valores de la MIC para la

nitrofurantoina, frente a las mismas cepas bacterianas.

Tabla 16: Actividad antimicrobiana, minima concentracién inhibitoria. Comparacién entre G-1 y nitrofurantoina.

Microorganismo Actividad antibacteriana®
G-i Nitrofurantoina

Rango MIC (mg/L) Rango MIC (mg/L)
Escherichia coli 4-32 05-R
Klebsiella pneumoniae 8-32 32-R
Proteus mirabilis 4-16 8-R
Pseudomonas aeruginosa 05-16 R
Enterococcus sp. 2-32 4-128
Staphylococcus aureus 4-32 4-32
Streptococcus pyogenes 0.25-16 4-16
B. fragilis 05-16 8-16

MIC, minima concentracion inhibitoria; R, resistencia microbiana.
* (Hamilton-Miller, 1997; Blondeau ef al., 1999).
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Como puede observarse en la tabla, existen diferencias en la actividad antimicrobiana
de ambos compuestos para las cepas frente a las cuales ambos productos han demostrado
actividad antibacteriana. Los datos muestran que no hay resistencia bacteriana de ninguna de
las especies frente al derivado G-1, mientras que algunas si que muestran resistencia frente a
la nitrofurantoina. En el caso de P. aeruginosa se observa una resistencia total frente a la
nitrofurantoina, mientras que el derivado G-1 muestra una actividad antibacteriana apreciable

frente a este microorganismo.

Por otra parte, otro dato importante a destacar es que el producto G-1, ademas de su
actividad antibacteriana, ha mostrado también actividad frente a levaduras y hongos
(Blondeau et al, 1999). El hecho de que este compuesto presente tanto actividad
antibacteriana como antifiingica convierte a los derivados 2-furiletilénicos, y en especial al

derivado G-1, en productos con una aplicacién potencial en medicina humana y veterinaria.

Asi, por ejemplo, los datos del derivado G-1 demuestran que este producto posee
una actividad antimicrobiana frente a algunas especies bacterianas como P. aeruginosa
(MICyo: 4 mg/L), comparable a la de varios antibacterianos actualmente utilizados como,
por ejemplo, aminoglucésidos (MICy: 8 - 16 mg/L), cefalosporinas (MICso: 8 - 16 mg/L) y
piperacillina/tazobactam (MICyo: 64 mg/L). Ademas, el G-1 muestra una actividad antifingica
in vitro comparable o que estd dentro del rango de actividad que muestran algunos agentes
antifingicos actualmente utilizados como, por ejemplo, fluconazol (0,12 - >80 mg/L), la
anfotericina (0,007 - >100 mg/L) y la terbinafina (0,0015 - 0,01 mg/L). El rango de actividad
antifiingica del G-1 es de (1 - 40,6 mg/L) (Blondeau ez al., 1999).

Existen varios ejemplos experimentales que demuestran que para los efectos
genotéxicos puede existir una concentracién umbral, por debajo de la cual puede asumirse
que no existe riesgo genotéxico o mutagénico. Aunque desde hace afios se plantea la
posibilidad de la existencia de estos valores umbrales, su establecimiento es dificil y cada
compuesto quimico puede comportarse de manera diferente. Ahora bien, existen pautas y
razonamientos para analizar los resultados experimentales y establecer, en su caso, si existe 0

no un umbral para la genotoxicidad (Miiller y Kasper, 2000; Speit et al., 2000).

Existen datos que demuestran que muchos resultados positivos en ensayos de
genotoxicidad in vitro se producen a concentraciones a las que se induce citotoxicidad. Al
analizar los resultados de la bateria de ensayos de genotoxicidad en su conjunto, puede

concluirse, generalmente, que los resultados positivos in vitro asociados a una elevada
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citotoxicidad no son relevantes biolégicamente para el ser humano, sobre todo si se obtienen
otros resultados negativos y si hay resultados in vivo también negativos. Esta informacién es
dtil para determinar concentraciones umbrales integrando todos los resultados de

genotoxicidad (Miller y Kasper, 2000).

Considerando lo anteriormente expuesto y el conjunto de resultados in vitro e in vivo
obtenidos en nuestro trabajo de Tesis, sugerimos que para los derivados 2-furiletilénicos
evaluados puede existir un valor umbral por debajo del cual no se produzcan efectos
genotoxicos. A estos niveles de exposicidn, los mecanismos fisiolégicos de defensa frente a
los posibles dafios genotdxicos, como pueden ser los diferentes mecanismos de reparacién del
DNA, podrian actuar de manera eficiente y, por tanto, no se fijarian los dafios en el DNA que
pudiesen dar lugar a efectos mutagénicos y, eventualmente, carcinogénicos. Ahora bien, para
tener la completa seguridad y poder establecer concentraciones umbrales para estos
compuestos a las que se obtendrian los efectos farmacolégicos deseados, sin que existiese
riesgo genotdxico, es necesario continuar con las investigaciones para determinar niveles de

exposicion eficaces y a la vez seguros para el ser humano.
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S. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral, asi como del

analisis y discusidn de los mismos, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1.

Ninguno de los derivados 2-furiletilénicos evaluados G-0, G-1 y 2-BNF induce un
aumento significativo en la frecuencia de células binucleadas micronucleadas en cultivos
de linfocitos humanos, en ninguna de las condiciones experimentales ni en presencia ni en

ausencia de activacién metabdlica.

Los tres derivados furiletilénicos evaluados inducen un incremento estadisticamente
significativo en la frecuencia de SCE en cultivos de linfocitos humanos in vitro. Se
consideran como agentes débilmente genotdéxicos, principalmente en los tratamientos sin

activacion metabolica.

Los resultados positivos en la induccién de SCE corresponden a concentraciones a las que
se observa citotoxicidad en los cultivos celulares y una marcada reduccién en el indice de

proliferacién celular.

La induccién de SCE disminuye hasta valores estadisticamente no significativos, o sin
relevancia biolégica, cuando se evalian los derivados 2-furiletilénicos en presencia de

activacion metabdlica.

En el ensayo del cometa, los derivados G-0 y G-1 no inducen dafio en el DNA en células
TK6 en ausencia de activacién metabdlica. El derivado 2-BNF resulté ligeramente

genotoxico a la concentracion mas alta evaluada (10 pg/mL).

Los compuestos S-nitrofuranos evaluados inducen un claro efecto genotéxico en células
TK6 en el ensayo del cometa. Estos resultados coinciden con los resultados positivos

obtenidos para estos compuestos en otros ensayos de genotoxicidad.

Nuestros resultados confirman que los derivados 2-furiletilénicos estudiados, que poseen
el grupo nitro como sustituyente fuera del anillo furdnico, poseen menor actividad
genotoxica que los compuestos nitrofuranos que poseen el grupo nitro como sustituyente

directo en el anillo furanico.

Los derivados G-0 y 2-BNF no inducen un aumento significativo, ni bioldgica ni
estadisticamente, de la frecuencia de eritrocitos policromdticos micronucleados en las

células de la médula 6sea de ratones en el estudio de micronticleos in vivo.

109



CONCLUSIONES

9.

10.

11

En general, los resultados obtenidos en los experimentos in vitro € in vivo coinciden y
confirman los resultados de los estudios de relacién entre estructura quimica y actividad
genotéxica que sirvieron para clasificar a estos derivados 2-furiletilénicos como no

genotdxicos.

Los resultados de los ensayos in vitro e in vivo reflejan el papel de la biotransformacién

en la desactivacion metabdlica de estos derivados.

Los tres derivados evaluados G-0, G-1 y 2-BNF inducen una elevada citotoxicidad en los
cultivos de células de mamifero, linfocitos humanos y células TK6 in vitro,
principalmente en los tratamientos sin activacion metabdlica. Ademads, inducen signos
clinicos de toxicidad sistémica en los ratones tratados en el estudio de micronicleos in

vivo.
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